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El	 factor	 de	 crecimiento	 transformante	 beta	 (TGFβ),	 el	 factor	 profibrogénico	 más	
importante,	media	sus	acciones	principalmente	a	 través	de	 los	 factores	de	transcripción	Smads,	
los	 cuales	 se	 unen	 a	 los	 denominados	 Elementos	 de	 Unión	 a	 Smad	 (SBEs)	 en	 las	 regiones	
reguladoras	 de	 sus	 genes	 diana.	 En	 este	 trabajo	 demostramos	 que	 la	 hormona	 tiroidea	
triyodotironina	 (T3),	 a	 través	 de	 la	 unión	 a	 sus	 receptores	 nucleares	 TRα	 y	 TRβ,	 antagoniza	 la	
activación	 transcripcional	 por	 TGFβ/SMAD.	 Este	 antagonismo	 implica	una	 reducida	 fosforilación	
de	las	SMADs	y	una	interacción	directa	entre	los	receptores	y	 las	SMADs	3	y	4,	que	es	revertida	
por	 la	 T3.	 Esta	 interacción,	 así	 como	 la	 inhibición	 de	 la	 transcripción	 inducida	 por	 TGFβ	 es	
independiente	 del	 dominio	 de	 unión	 a	 coactivadores	 del	 TR,	 necesario	 para	 la	 actividad	
transcripcional	dependiente	de	ligando	pero	requiere	residuos	en	el	dominio	de	unión	a	ADN	del	
receptor.	 La	 T3	 reduce	 el	 reclutamiento	 de	 las	 SMADs	 a	 los	 SBEs	 en	 respuesta	 al	 TGFβ,	
disminuyendo	la	acetilación	de	histonas	e	inhibiendo	la	estimulación	de	la	transcripción	por	este	
factor.	Los	TRs	se	unen	a	las	regiones	que	contienen	SBEs	y	este	interacción	es	también	liberada	
por	 la	 T3.	 En	 consonancia	 con	 esta	 interacción	 transcripcional	 entre	 la	 T3	 y	 la	 señalización	 por	
TGFβ,	 la	T3	es	capaz	de	antagonizar	 los	procesos	 fibróticos	 in	vivo.	 La	 fibrosis	hepática	 inducida	
por	tetracloruro	de	carbono	es	atenuada	por	la	administración	previa	de	hormonas	tiroideas	a	los	
ratones,	mientras	que	los	ratones	viejos	que	carecen	de	TRs	(TR	KO)	muestran	espontáneamente	
signos	 de	 fibrosis	 con	 acúmulo	 de	 colágeno	 en	 el	 hígado.	 La	 fibrosis	 cutánea	 inducida	 por	 la	
administración	 de	 bleomicina	 en	 ratones	 es	 también	 reducida	 fuertemente	 por	 las	 hormonas	
tiroideas.	 Estos	 hallazgos	 definen	 una	 importante	 función	 de	 los	 receptores	 de	 hormonas	
tiroideas	y	sugieren	que	los	ligandos	de	los	TRs	podrían	tener	efectos	beneficiosos	para	bloquear	
la	 progresión	 de	 las	 enfermedades	 fibróticas.	 Ya	 que	 el	 proceso	 inflamatorio	 juega	 un	 papel	
importante	 en	 el	 desarrollo	 fibrótico,	 también	 hemos	 analizado	 el	 estado	 de	 los	 mediadores	
inflamatorios	más	relevantes.	La	fosforilación	de	Stat3	y	Erk	está	disminuida	en	los	hígados	de	los	
ratones	 fibróticos	 tratados	 con	 hormonas	 tiroideas	 y	 aumentada	 en	 los	 ratones	 TR	 KO,	 sin	
cambios	en	la	producción	de	citoquinas.	Esto	sugiere	que	los	TRs	podrían	reprimir	directamente	
las	 respuestas	 celulares	 a	 estos	 mediadores	 inflamatorias.	 De	 hecho,	 encontramos	 que	 la	 T3	
suprime	 la	 señalización	 por	 IL-6	 en	macrófagos	 y	 en	 células	 de	 hepatocarcinoma,	 inhibiendo	 la	





its	actions	mainly	 through	activation	of	Smad	 transcription	 factors,	which	bind	 to	Smad	Binding	
Elements	(SBEs)	in	the	regulatory	regions	of	target	genes.	In	this	work	we	show	that	the	thyroid	
hormone	 triiodothyronine	 (T3),	 through	 binding	 to	 its	 nuclear	 receptors	 TRα	 or	 TRβ,	 is	 able	 to	
antagonize	 transcriptional	 activation	 by	 TGFβ/SMAD	 pathway.	 This	 antagonism	 involves	 a	
reduced	 SMAD	 phosphorylation	 and	 a	 direct	 interaction	 of	 the	 receptors	 with	 SMAD3	 and	
SMAD4,	 which	 is	 reversed	 by	 T3.	 This	 interaction,	 as	 well	 as	 the	 inhibition	 of	 TGFβ-induced	
transcription,	 is	 independent	of	 the	TR	domain	 responsable	 for	 recruitment	of	 coactivators	and	
ligand-dependent	 transcriptional	 activity,	 but	 requires	 residues	 in	 the	 receptor	 DNA	 binding	
domain.	 T3	 reduces	 SMAD	 recruitment	 to	 the	 SBEs	 in	 response	 to	 TGFβ,	 reducing	 histone	
acetylation	and	 inhibiting	TGFβ-dependent	transcription.	TRs	bind	to	the	SBE-containing	regions	
and	 this	 interaction	 is	 also	 released	 by	 T3.	 In	 agreement	 with	 this	 transcriptional	 cross-talk	
between	T3	and	TGFβ	signaling,	T3	 is	able	to	antagonize	 fibrotic	processes	 in	vivo.	Liver	 fibrosis	
induced	 by	 carbon	 tetrachloride	 is	 attenuated	 by	 previous	 thyroid	 hormone	 administration	 to	
mice,	whereas	aged	TR	knockout	mice	show	signs	of	spontaneous	fibrosis	accumulating	collagen.	
Furthermore,	 skin	 fibrosis	 induced	 by	 bleomycin	 administration	 in	mice	 is	 also	 reduced	 by	 the	
thyroid	hormones.	These	findings	define	an	important	function	of	the	thyroid	hormone	receptors	
and	 suggest	 that	 TR	 ligands	 could	 have	 beneficial	 effects	 to	 block	 the	 progression	 of	 fibrotic	




directly	 repress	 the	 response	of	 the	 cells	 to	 inflammatory	mediators.	 Indeed,	we	 found	 that	T3	
suppresses	IL-6	signalling	in	macrophages	and	hepatocarcinoma	cells,	inhibiting	STAT3	activation.	
























































































































































































































































































































































Las	 THs	 son	 pequeñas	 moléculas	 lipofílicas	 sintetizadas	 en	 la	 glándula	 tiroides	 	 por	 la	
yodación	de	determinados	residuos	del	aminoácido	tirosina	que	forman	parte	de	la	tiroglobulina.	
Su	 síntesis	 es	 estimulada	 por	 la	 hormona	 estimulante	 del	 tiroides	 (TSH)	 o	 tirotropina,	 que	 se	
produce	en	la	hipófisis	anterior	y	es,	a	su	vez,	regulada	por	la	hormona	liberadora	de	tirotropina	




tiroides,	 aunque	 la	 T3	 es	 la	más	 activa	 ya	 que	 tiene	 una	 afinidad	mayor	 por	 los	 receptores	 de	
hormonas	tiroideas	(TRs)	(Pascual	y	Aranda	2013).		Las	hormonas	circulantes	entran	en	las	células	
a	través	de	transportadores,	entre	 los	que	destacan	los	monocarboxilados	dependientes	de	ATP	
como	 el	 MCT8	 o	 el	 MCT10	 y	 los	 polipéptidos	 transportadores	 de	 aniones	 orgánicos	 (OATPs)	
(Visser	et	al	2011).		
Ya	que	la	T3	es	la	forma	más	activa	pero	se	secreta	en	menor	cantidad,	la	T4	tiene	como	
principal	 función	 servir	 como	 precursor	 de	 la	 T3	mediante	 la	 desiodación	 en	 la	 posición	 5’	 del	
anillo	 externo.	 Esta	 acción,	 que	 ocurre	 en	 los	 tejidos	 periféricos,	 	 la	 llevan	 a	 cabo	 las	 enzimas	
desiodasas	(DIO)	(Yen	2001).	Existen	tres	tipos	de	desiodasas,	que		son	selenoproteínas.	La	DIO1	y	
la	 DIO2	 catalizan	 la	 conversión	 de	 T4	 a	 T3	 en	 los	 tejidos	 diana,	 incrementando	 así	 los	 niveles	











hormonas	 tiroideas	 iniciado	en	 la	membrana	celular	 (Cheng	et	al	2010),	 su	modo	de	acción	por	
excelencia	es	a	través	de	los	receptores	nucleares	de	hormonas	tiroideas	(TRs)	que	actúan	como	
factores	 de	 transcripción	 a	 través	 de	 su	 unión,	 generalemente	 con	 otro	 receptor	 nuclear,	 el	






	Los	 TRs	 en	 ausencia	 de	 ligando	 pueden	 actuar	 como	 fuertes	 represores	 constitutivos	
cuando	se	unen	a	 los	TREs	de	regulación	positiva.	Esto	se	debe	a	que	 los	TRs	 interaccionan	con	
correpresores	como	NCoR	(Nuclear	Receptor	Corepressor)		o	SMRT	(Silencing	Mediator	of	Retinoid	
and	 Thyroid	 Hormone	 Receptors).	 Estos	 correpresores	 sirven	 como	 plataforma	 para	 reclutar		
grandes	complejos	represores	que	contienen,	entre	otros	componentes,	desacetilasas	de	histonas	
(HDACs).	La	desacetilación	de	las	histonas	promueve	la	compactación	de	la	cromatina	siendo,	de	




forman	 parte	 de	 complejos	 remodeladores	 de	 la	 cromatina	 dependientes	 de	 ATP,	 otros	
promueven	 cambios	 post-traduccionales	 de	 las	 	 colas	 de	 las	 histonas	 como	 la	 acetilación	 o	 la	
metilación	 de	 argininas,	 causando	 la	 descompactación	 de	 la	 cromatina,	 y	 finalmente	 otros	
interaccionan	 con	 la	 holoenzima	 de	 la	 ARN	 Polimerasa	 II,	 	 reclutando	 así	 la	 polimerasa	 al	
promotor	y	estimulando	la	transcripción	(Aranda	et	al	2013).	
Los	TRs	también	pueden	mediar	la	represión	génica	de	un	modo	dependiente	de	ligando.	
En	 algunos	 casos,	 esta	 represión	 se	 debe	 a	 una	 inhibición	 pasiva	 debido	 a	 la	 competición	 con	
otros	transactivadores	por	los	sitios	de	unión	del	ADN	o	bien	por	la	formación	de	heterodímeros	
transcripcionalmente	 inactivos.	 En	 otros	 casos	 existen	 TREs	 negativos	 que	 unen	 receptores	 y	
median	una	represión	activa	en	presencia	de	ligando.	Se	han	identificado	este	tipo	de	elementos,	
entre	otros,	en	los	genes	del	TSH	y	el	TRH	(Bodenner	et	al	1991).	En	estos	elementos	negativos,	
generalmente,	 el	 receptor	 vacío	 estimula	 la	 transcripción	 y	 la	 unión	 del	 ligando	 revierte	 dicha	
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activación.	 La	 posición	 del	 TRE	 negativo	 en	 el	 gen	 parece	 ser	 importante	 para	 su	 regulación.	
Habitualmente,	 los	 TREs	negativos	 se	 localizan	muy	próximos	al	 sitio	de	 inicio	de	 transcripción,	




TREs	 mediante	 una	 interferencia	 positiva	 o	 negativa	 con	 la	 actividad	 de	 otros	 factores	 de	
transcripción	 o	 rutas	 de	 señalización.	 Este	 mecanismo	 generalmente	 se	 denomina	 como	
“crosstalk”	 transcripcional	 (Aranda	 y	 Pascual	 2001).	 En	 este	 caso,	 los	 receptores	 no	 se	 unen	
directamente	a	 las	 regiones	del	ADN	que	 reconocen	esos	 factores	de	 transcripción,	 sino	que	 lo	
pueden	hacer	de	forma	indirecta	mediante	interacciones	proteína-proteína	con	dichos	factores	o	
con	sus	coreguladores.	De	este	modo,	en	nuestro	laboratorio	se	ha	descrito	que	los	TRs	pueden	
antagonizar	 la	 transcripción	 de	 genes	 que	 contienen	 elementos	 de	 unión	 de	 AP-1	 (Perez	 et	 al	
1994,	Perez	et	al	 1993),	CREB	 (Méndez-Pertuz	et	al	 2003,	Sanchez-Pacheco	et	al	 1995)	o	NF-κB	
(Chiloeches	 et	 al	 2008,	 Lasa	 et	 al	 2010)	 sin	 unirse	 a	 estas	 regiones.	 Este	 tipo	 de	 interacción	












Figura	 1.	Mecanismo	 de	 acción	 de	 las	 hormonas	 tiroideas.	 La	 T4	 y	 la	 T3	 entran	 a	 la	 célula	 a	 través	 de	
proteínas	 transportadoras.	Una	vez	dentro,	 las	desiodasas	1	y	2	 (DIO1,2)	convierten	 la	T4	en	T3.	La	DIO3	
produce	 rT3	 y	 T2	a	partir	 de	 la	 T4	 y	 T3,	 respectivamente.	 La	T3	 se	une	en	el	 núcleo	a	 los	 TRs	que	están	
unidos	 a	 los	 elementos	 TRE	 formando,	 generalmente,	 heterodímeros	 con	 el	 RXR.	 La	 actividad	
transcripcional	 viene	 regulada	por	un	 intercambio	de	 los	 complejos	de	 correpresores	 y	 coactivadores.	 La	







través	 de	 su	 unión	 a	 los	 receptores	 de	 hormonas	 tiroideas.	 Los	 TRs	 están	 codificados	 por	 dos	
genes,	 TRα	 y	 TRβ,	 localizados,	 en	 el	 caso	 de	 humanos,	 en	 los	 cromosomas	 17	 y	 3,	
respectivamente.	 A	 partir	 de	 los	 transcritos	 primarios	 de	 estos	 genes	 se	 generan	 las	 distintas	
isoformas	de	los	receptores	(Lazar	1993).		
El	gen	TRα	es	el	homólogo	celular	del	oncogén	v-erb-a	del	virus	de	la	eritroblastosis	aviar	
y	 codifica	para	 varias	 isoformas	del	 receptor.	 El	 TRα1	y	TRα2	 son	 las	principales	 isoformas	 y	 se	







El	gen	TRβ,	a	partir	de	diferentes	puntos	de	 inicio	de	 la	transcripción,	da	 lugar	a	 las	dos	
principales	 isoformas	 TRβ1	 y	 TRβ2,	 con	 diferentes	 regiones	 amino	 terminales,	 pero	 ambas	
capaces	 de	 unir	 T3.	 Otras	 isoformas	minoritarias	 son	 el	 TRβ3	 y	 la	 forma	 truncada	 ΔTRβ3.	 Esta	
última	se	comporta	como	un	dominante	negativo	que	une	T3	con	alta	afinidad	pero	no	se	une	al	
ADN	(Refetoff	y	Dumitrescu	2007,	Williams	2000).		
La	 expresión	 diferencial	 de	 las	 diferentes	 isoformas	 en	 los	 tejidos	 constituye	 un	
importante	 nivel	 de	 regulación	 de	 la	 señalización	 por	 los	 TRs.	 	 El	 TRα1	presenta	 una	 expresión	
bastante	ubicua	y	es	el	receptor	predominante	en	cerebro,	músculo	esquelético	y	cardiaco,	tejido	
adiposo	 marrón	 e	 intestino	 (Mitsuhashi	 et	 al	 1988,	 Plateroti	 et	 al	 2007,	 Stoykov	 et	 al	 2006),	
mientras	 que	 el	 TRα2	 se	 expresa	 de	 forma	 mayoritaria	 en	 el	 cerebro	 (Mitsuhashi	 et	 al	 1988,	
Mitsuhashi	y	Nikodem	1989).	El	TRβ1	es	la	isoforma	que	tiene	una	distribución	más	generalizada	
en	el	organismo	encontrándose	altos	niveles	de	expresión	en	hígado	y	riñón	(Hodin	et	al	1989),	




de	alguna	de	 las	 isoformas	de	 los	TRs,	que	muestran	diferentes	 fenotipos.	La	deleción	del	TRα1	
produce	 una	 reducción	 de	 la	 temperatura	 corporal	 y	 una	 disfunción	 en	 el	 ritmo	 cardíaco	 y	 la	
contractilidad	del	corazón	(Wikström	et	al	1998),	mientras	que	 los	ratones	TRβ	KO	presentan	el	
eje	hipófisis-tiroides	alterado	y	defectos	en	el	oído	interno	y	en	el	desarrollo	de	la	retina	(Forrest	y	
Vennström	 2000).	 Por	 otra	 parte,	 la	 supervivencia	 y	 el	 desarrollo	 postnatal	 de	 los	 ratones	 que	





la	 piel,	 ya	 que	 los	 ratones	 con	 una	 deleción	 para	 una	 de	 las	 isoformas	 presenta	 un	 defecto	
proliferativo,	 pero	 no	 tan	 agudo	 como	 el	 encontrado	 en	 los	 dobles	 KO	 (Contreras-Jurado	 et	 al	






Tanto	 los	 TRs	 como	 la	 mayoría	 de	 los	 receptores	 nucleares	 (NRs)	 presentan	 una	
estructura	 modular	 con	 diferentes	 regiones	 que	 corresponden	 con	 dominios	 autónomos	 y	
funcionales	 que	 pueden	 ser	 intercambiados	 con	 los	 de	 otros	 NRs	 sin	 perder	 la	 funcionalidad	
(Aranda	 y	 Pascual	 2001).	 Un	 NR	 típico	 consiste	 en	 una	 región	 N-terminal	 variable	 (A/B),	 un	
dominio	 conservado	 de	 unión	 a	 DNA	 (DBD)	 o	 región	 C,	 una	 región	 bisagra	 D,	 y	 una	 región	
conservada	E	que	contiene	el	dominio	de	unión	a	ligando	(LBD).	
El	dominio	A/B	de	los	NRs	es	una	región	variable	en	longitud	y	secuencia	que	se	localiza	
en	 el	 extremo	 amino-terminal	 y	 presenta	 un	 dominio	 AF-1.	 Este	 dominio	 tiene	 función	 de	




























una	 lisina	 altamente	 conservada	 en	 el	 carboxilo	 terminal	 de	 la	 hélice	 3	 es	 importante	 para	 la	
actividad	transcripcional	no	solo	del	TR	sino	de	la	mayoría	de	los	receptores	nucleares	(Aranda	y	
Pascual	 2001).	 El	 cambio	 conformacional	 que	 ocurre	 en	 presencia	 de	 ligando	 conduce	 a	 la	






Figura	 2.	 Dibujo	 esquemático	 del	 dominio	 LBD	 en	 el	 TR	 en	 ausencia	 y	 presencia	 de	 la	 hormona.	 	 Las	
hélices	α	están	numeradas	de	la	1	a	la	12.	Se	aprecia	la	diferente	posición	de	la	región	carboxilo	terminal	de	






la	 	 regulación	 de	 numerosos	 procesos	 fisiológicos	 como	 la	 proliferación,	 diferenciación,	
morfogénesis,	 homeostasis	 y	 regeneración	 tisular	 hasta	 su	 implicación	 en	 el	 desarrollo	 de	
patologías	 severas	 como	 el	 cáncer,	 enfermedades	 autoinmunes	 o	 fibrosis.	 Los	 efectos	 de	 esta	




La	 identificación	 de	 los	 miembros	 de	 la	 familia	 del	 TGFβ	 comenzó	 en	 1985	 con	 la	
caracterización	del	ADN	complementario	que	codifica	para	el	TGFβ1	(Derynck	et	al	1985).		A	partir	








son	 glicoproteínas	 transmembrana	 con	 un	 dominio	 serina-treonina	 quinasa	 en	 la	 parte	
intracelular,	 son	 los	 que	 van	 a	 transmitir	 la	 señal	 al	 producirse	 la	 unión	del	 ligando	 (Attisano	 y	
Wrana	1996).	Los	TRβ	 III,	entre	 los	que	se	encuentra	 la	endoglina	y	el	betaglicano,	son	también	
proteínas	transmembrana	pero	no	contienen	una	secuencia	de	señalización	en	su	corto	dominio	
intracelular	(Attisano	et	al	1994).	
En	 cuanto	 a	 los	 efectores	 de	 la	 vía,	 se	 identificó	 en	 primer	 lugar	 la	 proteína	 Mad	 en	







unido	 al	 péptido	 asociado	 de	 latencia	 (LAP),	 un	 propéptido	 del	 TGFβ,	 formando	 el	 complejo	
latente	pequeño	 (Gentry	et	al	1987),	al	que	normalmente	se	une	otra	molécula	conocida	como	
proteína	 de	 unión	 al	 TGFβ	 latente	 (LTBP)	 (Kanzaki	 et	 al	 1990),	 formando	 el	 complejo	 latente	
grande.	La	forma	madura	y	activa	es	el	resultado	de	la	escisión	proteolítica	del	complejo	latente.	
La	unión	del	 ligando	maduro	 al	 receptor	 ensambla	 el	 complejo	 formado	por	dos	 receptores	de	
tipo	 I	 y	 dos	 de	 tipo	 II.	 El	 receptor	 de	 tipo	 II	 fosforila	 al	 receptor	 de	 tipo	 I	 que	 es	 el	 que	 va	 a	
transducir	 la	 señal	 fosforilando	 los	 residuos	 de	 serina	 en	 el	 extremo	 C-terminal	 de	 las	 Smads	
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reguladas	 por	 el	 receptor	 (R-Smads).	 Como	 consecuencia	 de	 la	 unión	 de	 los	 ligandos	 TGFβ,	
proteína	 Nodal	 o	 activina	 se	 van	 a	 fosforilar	 la	 Smad2	 y	 la	 Smad3,	 mientras	 que	 BMP	 o	 GDF	
causan	 la	 fosforilación	 de	 la	 Smad1,	 la	 Smad5	 y	 la	 Smad8.	 Una	 vez	 fosforiladas	 las	 R-Smads	
oligomerizan	con	la	Smad	mediadora	común	(Co-Smad),	Smad4,	formando	trímeros	(dos	R-Smads	
y	una	Co-Smad),	que	son	 la	unidad	 funcional	principal.	Estos	complejos	se	 translocan	al	núcleo,	











El	 TGFβ	 también	 activa	 rutas	 que	no	dependen	de	 los	 factores	 de	 transcripción	 Smads,	
como	la	de	las	proteínas	quinasas	activadas	por	mitógenos	(MAPK)	o	la	de	la	fosfatidilinositol	3-







globulares	 altamente	 conservados	 (el	 dominio	 amino	 terminal	 MH1	 y	 el	 dominio	 carboxilo	
terminal	 MH2)	 unidos	 por	 una	 región	 pobremente	 conservada.	 Estos	 dominios	 carecen	 de	
actividad	 enzimática	 intrínseca,	 pero	 controlan	 las	 interacciones	 proteína-proteína	 y	 proteína-
ADN	(Wrana	et	al	2000).	
El	dominio	MH1	está	altamente	conservado	en	todas	las	R-Smad	y	en	la	Co-Smad,	pero	no	









tipo	 I,	o	 la	proteína	SARA	 (anclaje	de	 las	Smads	para	activación	del	 receptor)	y	varias	proteínas	
nucleares	como	FOXH1,	CBP	 ,TGIF	y	Ski	que	van	a	actuar	como	coactivadadores	o	corepresores	
(Wrana	et	al	2000).	En	este	dominio	se	produce	la	fosforilación	de	las	R-Smads,	concretamente	en	









globulares	 conservados	 (MH1	y	MH2)	y	una	 región	de	unión	variable.	El	dominio	MH1	se	caracteriza	por	
tener	una	estructura	de	horquilla	β	(hβ)	para	 la	unión	a	ADN.	El	dominio	MH2	contiene	un	bolsillo	básico	
















Smad7	 inhibe	 la	 señalización	 por	 TGFβ/activinas	 y,	 cuando	 está	 sobreexpresada,	 también	 la	 de	
BMP.	La	Smad7	antagoniza	la	señalización	mediante	la	interacción	con	el	complejo	de	receptores,	





En	estado	basal,	 existe	un	 intercambio	de	 las	 Smads	entre	el	núcleo	y	el	 citoplasma	vía	
contacto	con	nucleoporinas	(Xu	et	al	2002).		Sin	embargo,	en	el	caso	de	las	Smads	activadas	por	el	
receptor	 se	 requieren	 factores	 para	 la	 importación	 y	 exportación	 nuclear.	 Los	 complejos	
oligoméricos	de	R-Smads	fosforiladas	y	Smad4,	en	el	núcleo,	interaccionan	con	otros	factores	de	






Como	 en	 el	 caso	 de	 los	 receptores	 nucleares,	 los	 factores	 Smad	 pueden	 tanto	 activar	
como	 reprimir	 la	 transcripción.	 La	 activación	 transcripcional	 por	 las	 Smads	 implica	 el	
reclutamiento	 de	 histonas	 acetil	 transferasas	 (HATs),	 como	 p300	 y	 CBP,	 para	 remodelar	 la	
cromatina	y	estimular	la	transcripción.	La	inhibición	de	la	expresión	génica	por	los	factores	Smad	
depende,	sin	embargo,	de	su	unión	a	otros	factores	como	TGIF1	(Factor	de	interacción	con	5’-TG-
3’)	 y	 TGIF2	 que	 reclutan	 histonas	 desacetilasas	 (HDACs)	 (Massagué	 2012),	 que,	 como	 se	 ha	
mencionado,	van	a	producir	la	compactación	de	la	cromatina	y	el	silenciamiento	génico.	
La	expresión	del	gen	de	la	Smad	inhibitoria	Smad7	es	estimulada	por	TGFβ,	de	hecho	su	




Existen	 también	 otras	 formas	 de	 regulación	 de	 las	 Smads	 como	 la	 sumoilización,	 la	
ubiquitinización	 o	 la	 acetilación,	 pero	 la	 más	 importante	 es	 su	 fosforilación	 y	 desfosforilación	
(Heldin	y	Moustakas	2012).	Una	vez	en	el	núcleo,	la	fosforilación	de	las	R-Smads	en	el	motivo	SXS	
mediada	por	el	receptor,	puede	ser	revertida	por	fosfatasas	como	la	PPM1,	limitando	la	actividad	





Las	enfermedades	 fibróticas	 representan	uno	de	 los	mayores	grupos	de	patologías	para	
las	 que	 no	 hay	 una	 terapia	 efectiva.	 Se	 considera	 generalmente	 que	 la	 fibrosis	 aparece	 como	
resultado	 de	 un	 fallo	 en	 la	 reparación	 de	 heridas	 (Leask	 2004)	 y	 se	 caracteriza	 por	 una	
diferenciación	de	fibroblastos	a	miofibroblastos,	que	conduce	a	la	deposición	excesiva	de	matriz	
extracelular,	 principalmente	 de	 colágeno	 (Bataller	 y	 Brenner	 2005,	 Hernandez-Gea	 y	 Friedman	
2011).		
El	 TGFβ	 se	 considera	 el	 principal	 factor	 pro-fibrogénico.	 Su	 papel	 fundamental	 en	 esta	
patología	 se	puso	en	primer	 lugar	de	manifiesto	 cuando	 se	 vió	que	 la	 inyección	 subcutánea	de	
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TGFβ1	 purificado	 inducía	 lesiones	 fibróticas	 en	 el	 lugar	 de	 la	 inyección	 (Roberts	 et	 al	 1986).	
También	se	ha	visto	el	desarrollo	de	fibrosis	hepática	en	ratones	transgénicos	con	sobreexpresión	
de	 TGFβ1	 en	 el	 hígado	 (Clouthier	 et	 al	 1997,	 Kanzler	 et	 al	 1999,	 Sanderson	 et	 al	 1995).	 En	 la	
misma	 línea	 se	 ha	 observado	 que	 la	 administración	 de	 anticuerpos	 contra	 el	 TGFβ	 o	
oligonucleótidos	 anti-sentido	 reducen	 la	 fibrosis	 renal,	 que	 la	 administración	 de	 receptor	 TβRII	
soluble	 es	 beneficioso	 en	 la	 fibrosis	 hepática	 e	 intestinal	 y	 que	 los	 anticuerpos	 para	 TGFβ	
previenen	 la	 fibrosis	 cutánea	 y	 pulmonar	 en	 un	 modelo	 de	 esclerodermia	 murino	 (Flanders	 y	
Burmester	2003).		
La	mayoría	de	los	efectos	fibrogénicos	que	resultan	de	una	incrementada	señalización	por	
TGFβ	 se	 piensa	 que	 son	 mediados	 por	 la	 ruta	 canónica	 de	 las	 Smads	 ya	 que	 se	 ha	 visto	 que	
ratones	que	no	expresan	Smad3	 son	 resistentes	 a	 la	 fibrosis	pulmonar	 inducida	por	bleomicina	
(Zhao	 et	 al	 2002)	 o	 a	 la	 fibrosis	 cutánea	 inducida	 por	 radiación	 (Flanders	 et	 al	 2002)	 o	 por	
bleomicina	 (Lakos	 et	 al	 2004).	 Estos	 ratones	 también	 son	 más	 resistentes	 a	 la	 deposición	 de	
colágeno	en	un	modelo	de	fibrosis	hepática	 inducida	por	tetracloruro	de	carbono	 (Schnabl	et	al	
2001)	.	
Los	 efectos	 profibróticos	 del	 TGFβ	 implican	 una	 combinación	 de	 mecanismos	 y	 tipos	






hepático	 repetido	 (Friedman	 et	 al	 2003).	 	 Tras	 un	 daño	 agudo,	 las	 células	 del	 parénquima	 se	
regeneran	y	reemplazan	a	las	necróticas	o	apoptóticas.	Este	proceso	se	asocia	con	una	respuesta	
inflamatoria	 y	 una	 deposición	 de	 colágeno.	 Si	 el	 daño	 persiste,	 finalmente	 la	 regeneración	
hepática	falla	y	 los	hepatocitos	son	sustituidos	por	gran	cantidad	de	ECM	con	el	colágeno	como	
principal	 componente	 (Bataller	 y	 Brenner	 2005).	 La	 acumulación	 de	 ECM	 se	 debe	 tanto	 a	 un	
incremento	 de	 su	 síntesis	 como	 a	 un	 descenso	 de	 su	 degradación.	 Esta	 disminución	 en	 la	





Las	 células	 hepáticas	 estrelladas	 (HSCs)	 juegan	 un	 papel	 clave	 en	 el	 desarrollo	 de	 la	
fibrosis	hepática	ya	que	son	los	principales	productores	de	ECM	en	el	hígado	dañado	(Gäbele	et	al	
2003).	En	el	hígado	sano,	las	HSCs	residen	en	los	espacios	de	Disse	y	son	el	mayor	almacenaje	de	




producido	 el	 daño	 y	 secretar	 grandes	 cantidades	 de	 ECM,	 así	 como	 regular	 su	 degradación	
(Bataller	 y	 Brenner	 2005).	 Además	 de	 las	 HSCs,	 otros	 tipos	 celulares	 pueden	 tener	 potencial	
fibrogénico,	 como	 los	 fibroblastos	de	 los	espacios	porta	que	pueden	 jugar	un	papel	 importante	
iniciando	 la	 deposición	 de	 colágeno	 en	 procesos	 fibrogénicos	 derivados	 de	 enfermedades	
hepáticas	colestásicas	(Kinnman	y	Housset	2002,	Magness	et	al	2004).		






sano,	 sólo	 las	 células	 endoteliales	 de	 los	 sinusoides	 y	 las	 células	 de	 Kupffer	 expresan	 niveles	
relativamente	altos	de	mARN	de	TGFβ,	pero	en	respuesta	al	daño,	se	induce	su	expresión	también	
en	 las	HSCs.	El	TGFβ,	a	 su	vez,	 induce	 la	activación	de	 las	HSC	promoviendo	 la	deposición	de	 la	
matriz	extracelular	e	inhibiendo	la	degradación	de	la	misma	(Brenner	2009,	Dewidar	et	al	2015).	
Para	 estudiar	 este	 proceso,	 la	 inducción	 de	 daño	 hepático	 mediante	 la	 administración	 de	
tetracloruro	de	carbono	(CCl4)	en	roedores	ha	sido	ampliamente	utilizado,	ya	que	el	CCl4	afecta	





La	 esclerodermia	 es	 una	 enfermedad	 autoinmune	 caracterizada	 por	 una	 inflamación	
seguida	 de	 una	 progresiva	 fibrosis,	 principalmente	 de	 la	 piel	 (Kissin	 y	 Korn	 2003).	 Esta	
enfermedad	 también	 se	 caracteriza	 por	 una	 acumulación	 excesiva	 de	 colágeno	 tipo	 I	 y	 otros	
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diferenciación	 a	miofibroblastos.	 La	 inyección	 subcutánea	 de	 bleomicina	 de	 forma	 repetida	 en	
ratones	induce	fibrosis	cutánea	mimetizando	la	esclerodermia	(Mountz	et	al	1983,		Yamamoto	et	
al	1999).	Este	modelo	ha	sido	ampliamente	estudiado	y	se	caracteriza	por	un	aumento	del	grosor	
de	 la	 dermis	 con	 deposición	 de	 colágeno	 I,	 una	 disminución	 de	 la	 grasa	 subcutánea	 y	 	 una	
activación	 de	 los	 miofibroblastos,	 lo	 que	 se	 traduce	 en	 un	 aumento	 de	 expresión	 de	 α-SMA	
(Akashi	et	al	2016).	
Estos	 efectos	 del	 TGFβ	 en	 la	 fibrosis	 cutánea	 están	 también	mediados	 esencialmente	 a	
través	 de	 la	 vía	 canónica	 de	 las	 Smads,	 ya	 que	 los	 ratones	 genéticamente	modificados	 que	 no	
expresan	 Smad3	 (Smad3-/-),	 cuando	 son	 sometidos	 a	 inyecciones	 repetidas	 de	 bleomicina,	







innata	 y	 adaptativa.	 En	 respuesta	 a	 señales	 patogénicas	 o	 inflamatorias,	 los	 hepatocitos	 van	 a	
responder	secretando	proteínas	de	la	inmunidad	innata.	Puesto	que	muchas	de	estas	proteínas	se	
producen	 rápidamente	 tras	 la	 estimulación,	 se	 denominan	 proteínas	 de	 fase	 aguda	 (APP).	 La	
producción	de	estas	APPs	está	regulada	por	varias	citoquinas	inflamatorias.	Entre	ellas,	tienen	un	
papel	fundamental	la	interleuquina	6	(IL-6)	y	el	factor	de	necrosis	tumoral	alfa	(TNFα)	que	ejercen	
su	 acción	 a	 través	 de	 la	 activación	 del	 transductor	 de	 señal	 y	 activador	 de	 la	 transcripción	 3	
(STAT3)	y	del	factor	nuclear	κB	(NF-κB),	respectivamente	(Zhou	et	al	2015).	Algunos	de	los	genes	
diana	son	comunes	para	NF-κB	y	STAT3,	ya	que	contienen	sitios	de	unión	para	ambos	factores	de	
transcripción,	 existiendo	 además	mecanismos	 de	 “cross-talk”	 entre	 ellos,	 tanto	 positivos	 como	




citoquinas,	 en	 respuesta	 a	 determinados	 estímulos	 (Norris	 et	 al	 2014),	 aunque	 los	 principales	
productores	 de	 citoquinas	 son	 los	 macrófagos.	 Estos	 forman	 una	 población	 muy	 heterogénea	
clasificados	en	función	de	su	origen	o	diferenciación	y	liberan	una	elevada	variedad	de	citoquinas	
y	quimioquinas	(Tacke	and	Zimmermann	2014).	Las	células	de	Kupffer,	como	ya	hemos	visto,	son	
los	 macrófagos	 residentes	 en	 el	 hígado	 y	 estas	 células,	 junto	 con	 macrófagos	 circulantes	





sino	de	una	variedad	de	ellos	 (Quinton	et	al	2009,	Sander	et	al	2010)	 .	Dentro	de	 las	APPS	más	




La	 señalización	 de	 la	 IL-6	 está	 mediada	 por	 la	 unión	 de	 la	 citoquina	 a	 su	 receptor	
específico	 α	 (IL-6r),	 que	 se	 une	 a	 su	 vez	 con	 un	 homodímero	 de	 la	 subunidad	 del	 receptor	 β	
transductor	 de	 señal,	 gp130.	 Este	 complejo	 activa	 a	 las	 Janus	 quinasas	 (JAKs)	 asociadas	 a	 la	
subunidad	gp130,	que	fosforilan	diferentes	residuos	tirosina	del	receptor	IL-6r.	Esta	fosforilación	
promueve	 el	 reclutamiento	 de	 la	 familia	 de	 transductores	 de	 señal	 y	 activadores	 de	 la	
transcripción	(STATs),	principalmente	STAT1	y	STAT3	(Heinrich	et	al	1998),	siendo	este	último	de	
mayor	 relevancia	 en	 procesos	 patológicos	 como	 el	 cáncer	 o	 la	 inflamación.	 La	 principal	
fosforilación	 de	 STAT3	 tiene	 lugar	 en	 la	 Tyr705.	 Esta	modificación	 induce	 su	 dimerización	 y	 su	
translocación	al	núcleo.	Los	dímeros	de	STAT3	se	unen	a	sus	elementos	de	respuesta	específicos	
con	 la	 secuencia	 consenso	 TTCN2-4GAA,	 motivo	 palindrómico	 reconocido	 por	 todas	 las	 STATs	














y	 también	 a	 interaccionar	 con	 las	 JAKs	 provocando	 el	 reclutamiento	 del	 complejo	 ubiquitin	 E3	
ligasa	 con	 la	 subsecuente	 degradación	 del	 receptor.	 También	 puede	 unirse	 directamente	 a	 los	
dominios	quinasa	de	las	JAKs	impidiendo	la	fosforilación	de	STAT3	(Babon	et	al	2014).		
Además	 de	 la	 cascada	 JAK/STAT,	 las	 vías	 de	 las	 MAP	 quinasas	 y	 la	 de	 la	 PI3	 quinasa	
también	son	activadas	por	la	IL-6.	Esta	activación	se	produce	al	ser	fosforilado	el	residuo	tirosina	
759	 de	 la	 subunidad	 gp130,	 lo	 que	 va	 a	 provocar	 un	 reclutamiento	 de	 la	 fosfatasa	 SHP2,	 que	





El	 factor	 nuclear	 kappa	 B	 (NF-κB)	 consiste	 en	 una	 familia	 de	 factores	 trasncripcionales	
diméricos	con	un	papel	muy	importante	en	la	coordinación	de	las	respuestas	inflamatorias,	en	la	
inmunidad	innata	y	adaptativa	y	en	la	diferenciación,	proliferación	y	supervivencia	celular	de	casi	




(Ghosh	 et	 al	 1998).	 El	 dímero	 predominante	 es	 el	 formado	 por	 p50	 y	 p65.	 En	 células	 no	
estimuladas,	 la	mayoría	 de	 los	 dímeros	 se	 encuentran	 en	 el	 citoplasma	 unidos	 a	 las	 proteínas	
inhibidoras	 IκB	 (IκBα/β/ε).	 Sin	 embargo,	 en	 respuesta	 a	 un	 estímulo	 proinflamatorio	 como	 el	
TNFα,	el	complejo	de	IκB	quinasa	(IKK),	compuesto	por	las	subunidades	catalíticas	IKKα	e	IKKβ	y	la	
subunidad	 reguladora	 IKKγ,	 se	 activa	 fosforilando	 las	 proteínas	 IκB.	 Esta	 fosforilación	 induce	 la	
ubiquitinización	y	degradación	de	las	proteínas	IκB,	permitiendo	que	los	dímeros	de	NF-κB	libres	
entren	en	el	núcleo,	se	unan	a	sus	elementos	de	respuesta	y	recluten	coactivadores	que	permiten	
la	 activación	 de	 la	 transcripción	 de	 sus	 genes	 diana	 (He	 y	 Karin	 2011).	 Los	 heterodímeros	
formados	por	p50/p65	y	p50/c-Rel	 se	unen	a	una	 secuencia	 consenso	de	10	pares	de	bases	de	
DNA	en	sus	genes	diana:	5’-GGRN	W	TTCC-3’	(donde	R	representa	una	purina,	N	cualquier	base,	y	
W	 una	 adenina	 o	 timina).	 En	 los	 heterodímeros,	 la	 subunidad	 p50	 se	 une	 al	 hemisitio	 5’	
compuesto	por	5	pares	de	bases	(5’-GGGRN-3’),	mientras	que	las	subunidades	p65	y	c-Rel	se	unen	






del	 complejo	 IKK	 que	 a	 su	 vez	 provoca	 la	 fosforilación	 de	 las	 IκB,	 lo	 que	 las	 lleva	 a	 su	 ubiquitinización	 y	
degradación	en	el	proteasoma.	Esto	resulta	en	la	liberación	del	heterodímero	NF-κB	compuesto	por	p65	y	
p50,	 que	 va	 a	 ser	 fosforilado	 translocandose	 posteriormente	 al	 núcleo,	 donde	 se	 unirá	 su	 región	 de	
respuesta	 de	 los	 genes	 diana	 promoviendo	 el	 reclutamiento	 de	 coactivadores	 permitiendo	 así	 la	
transcripción.	
	
Dado	 el	 amplio	 espectro	 de	 las	 funciones	 biológicas	 de	 NF-κB,	 su	 actividad	 ha	 de	 ser	
controlada	por	mecanismos	altamente	 regulados,	por	 lo	que	 la	actividad	 transcripcional	de	p65	
también	es	regulada	por	modificaciones	post-traduccionales	como	fosforilaciones	y	acetilaciones.	
Se	 ha	 visto	 que	 la	 actividad	 de	NF-κB	 es	 positivamente	 regulada	 por	 la	 fosforilación	 de	p65	 en	
múltiples	residuos	de	serina	(por	ejemplo,	S276,	S311,	S468,	S529	y	S536)	(Viatour	et	al	2005).	Se	
han	descrito	muchas	quinasas	que	median	dichas	fosforilaciones	como	PKAc,	MSK1/2,	PKCξ,	CK2,	





la	 importación	nuclear	y	 la	actividad	transcripcional	de	RelA	 independientemente	de	 los	efectos	
sobre	IκBα	(Sasaki	et	al	2005).	Además,	p65	puede	sufrir	acetilaciones	por	HATs	como	p300	y	CBP	
en	múltiples	 residuos.	 Por	 ejemplo	 la	 acetilación	 de	 p65	 en	 las	 lisinas	 310	 y	 221	 disminuye	 su	
interacción	 con	 IκBα	 y	 potencia	 su	 unión	 al	 ADN	 y	 la	 actividad	 transcripcional	 (Chen	 y	 Greene	
2003,	Chen	et	al	 2002,	Kiernan	et	al	 2003).	El	p65	acetilado	es	 subsecuentemente	desacetilado	
por	 las	 HDAC,	 como	 la	 HDAC3	 (Kiernan	 et	 al	 2003),	 que	 promueven	 su	 asociación	 con	 la	 IκBα	
nuevamente	sintetizada,	provocando	la	exportación	nuclear	de	p65	y	por	tanto	la	finalización	de	
las	señal	por	NF-κB	(Chen	et	al	2001).	





































1. Determinar	 el	 efecto	 de	 la	 hormona	 tiroidea	 T3	 sobre	 la	 actividad	 de	 la	
ruta	del	TGFβ.	





5. Analizar	el	efecto	de	 los	TRs	y	de	 las	hormonas	tiroideas	en	 los	procesos	
inflamatorios	asociados	a	dichas	patologías.	



















Las	 líneas	 celulares	 y	 los	 medios	 de	 cultivo	 utilizados	 en	 este	 trabajo	 	 han	 sido	 los	
siguientes:	
GH4C1:	 células	murinas	 de	 tumor	 hipofisario.	 Crecidas	 en	 DMEM	 (Dulbecco's	modified	
Eagle's	medium)-HEPES	suplementado	con	10%	de	suero	fetal	bovino	(SFB)	(Gibco-BRL),	100	U/ml	
de	penicilina	(Gibco-BRL)		y	100	μg/ml	de	estreptomicina	(Gibco-BRL).	
HeLa:	 células	 humanas	de	 adenocarcinoma.	 Crecidas	 en	DMEM	suplementado	 con	10%	
de	suero	fetal	bovino,	100	U/ml	de	penicilina	y	100	μg/ml	de	estreptomicina.	
Hep3B:	células	humanas	de	hepatocarcinoma.	Crecidas	en	EMEM	(Lonza)	suplementado	




(Chan	 y	 Privalsky	 2009).	 Crecidas	 en	DMEM	 suplementado	 con	 10%	de	 suero	 fetal	 bovino,	 100	
U/ml	de	penicilina	y	100	μg/ml	de	estreptomicina.	






en	 DMEM	 suplementado	 con	 10%	 de	 suero	 fetal	 bovino,	 2	 mM	 de	 glutamina,	 100	 U/ml	 de	
penicilina	y	100	μg/ml	de	estreptomicina.	
RAW264.7:	 macrófagos	 murinos.	 Crecidos	 en	 medio	 RPMI	 (Roswell	 Park	 Memorial	





















p3TP-lux:	 Este	 plásmido	 contiene	 el	 promotor	 proximal	 de	 PAI-1	 inducible	 por	 TGFβ,	







pTK-DR4-luc:	 Este	 plásmido	 expresa	 el	 gen	 reportero	 luciferasa	 bajo	 el	 control	 del	
promotor	 timidina	 quinasa	 (TK).	 En	 posición	 5'	 del	 promotor	 TK,	 contiene	 el	 elemento	 de	
respuesta	a	hormonas	tiroideas	(TRE)	compuesto	por	dos	hemisitios	separados	por	cuatro	pares	
de	bases	 (bp)	 (DR4).	Este	vector	ha	sido	amablemente	cedido	por	el	Dr.	A.	Baniahmad	 (Genetic	
Institute,	Germany).		










SMAD3	S/D:	Mutante	de	SMAD3	en	el	que	 las	 serinas	423	y	425	 fueron	cambiadas	por	
ácido	 aspártico.	 Este	 vector	 de	 expresión	 esta	 bajo	 el	 promotor	 CMV5	 y	 fue	 generado	 por	
VectorBuilder	y	confirmado	por	secuenciación.	
SMAD3	S/E:	Mutante	de	 SMAD3	en	el	 que	 las	 serinas	423	 y	425	 fueron	 cambiadas	por	








TRα:	 este	 plásmido	 contiene	 el	 ADN	 codificante	 del	 gen	 del	 receptor	 TRα1	 de	 pollo	
(Sánchez-Pacheco	y	Aranda	2003)	clonado	en	el	pSG5.	
TRα-C51G:	este	plásmido	contiene	el	ADN	codificante	del	gen	del	TRα1	en	el	que	se	ha	
introducido	 la	 mutación	 C51G	 que	 impide	 la	 unión	 del	 receptor	 al	 ADN	 (Sánchez-Pacheco	 y	
Aranda	2003).	
pSG5-TRα-E401Q:	 este	 plásmido	 contiene	 el	 ADN	 codificante	 del	 gen	 del	 TRα1	 con	 la	









E457Q	en	 la	 hélice	 12	 del	 LBD	que	 impide	 el	 reclutamiento	 de	 coactivadores	 y	 la	 transcripción	
dependiente	de	T3	(García-Silva	et	al	2011).		
pSG5-TRβ	 K288I:	 este	 plásmido	 contiene	 el	 ADN	 codificante	 del	 gen	 del	 TRβ1	 con	 la	
mutación	K288I	en	la	hélice	3	del	receptor	(García-Silva	et	al	2011).		
pSG5-TRβ	C102G:	este	plásmido	contiene	el	ADN	codificante	del	gen	del	TRβ1	en	el	que	
se	ha	 introducido	 la	mutación	C102G	que	 impide	 la	unión	del	 receptor	al	TRE	(García-Silva	et	al	
2011).	
TRβ	GS120:	este	 plásmido	 contiene	 el	 ADN	 codificante	 del	 gen	 del	 TRβ1	 humano	 en	 el	
que	se	ha	mutado	la	caja	P	(GS120)	(García-Silva	et	al	2011),	cambiando	la	especificidad	de	unión	
a	 elementos	 de	 respuesta	 a	 hormona	 tiroidea	 por	 especificidad	 de	 unión	 a	 elementos	 de	
respuesta	a	glucocorticoides	(Shibusawa	et	al	2003).	











pGEX-SMAD2:	 vector	 para	 la	 proteína	 de	 fusión	 entre	GST	 y	 Smad2	 (L+MH2)	 (Addgene	
#15730).		













Todas	 las	células	 fueron	transfectadas	con	 lipofectamina	2000	(InVitrogen)	siguiendo	 las	
instrucciones	 del	 fabricante.	 En	 los	 ensayos	 de	 transfección	 transitoria	 las	 células	 fueron	
sembradas	18h	antes	en	placas	de	24	pocillos,	en	medio	 suplementado	con	10%	de	suero	 fetal	
bovino	 deplecionado	 de	 hormonas	 tiroideas	 mediante	 tratamiento	 con	 resina	 AG1-X8,	
sembrando	el	número	óptimo	para	cada	tipo	celular	determinado	previamente.	Se	transfectaron	
150	ng	del	gen	reportero	luciferasa	y,	cuando	correspondía,	las	cantidades	indicadas	en	cada	caso	
de	 los	 vectores	 de	 expresión	 o	 la	 cantidad	 apropiada	 del	 correspondiente	 vector	 vacío.	 Como	




horas.	 Las	 actividades	 luciferasa	 y	 renilla	 se	 determinaron	 utilizando	 el	 kit	 “Dual	 Luciferase	
Reporter	 Assay	 System”	 (Promega)	 en	 un	 luminómetro	 GLOMAX	 (Promega).	 La	 actividad	
luciferasa	 se	 normalizó	 por	 la	 actividad	 renilla.	 Los	 resultados	 representados	 para	 cada	 punto	







Ripa	 (50	 mM	 Hepes	 pH	 7.5,	 150	 mM	 NaCl,	 10%	 Glicerol,	 1	 mM	 EGTA,	 1%	 Triton-X100,	 1%	
Deoxicolato	 Sódico	 y	 0,1%	 SDS).	 Las	 células	 fueron	 lavadas	 con	 tampón	 fosfato	 (PBS)	 y	
posteriormente	lisadas	con	el	tampón	de	lisis	con	triple	detergente		(50	mM	Tris-HCl	pH	8,0;	150	
mM	NaCl;	0,1%	SDS;	1%	NP-40;	0,5%	deoxicolato	sódico).	En	todos	los	casos	se	añadieron	cócteles	
de	 inhibidores	 de	 proteasas	 y	 fosfatasas	 (Roche,	 Base,	 Suiza).	 Posteriormente,	 los	 lisados	




hasta	 su	 análisis	 por	Western-blotting.	 La	 concentración	 de	 proteína	 del	 extracto	 se	 evaluó	 en	
duplicados	de	las	muestras	con	el	BCATM		Protein	Assay	Kit	(Pierce)	y	un	lector	de	ELISA	(VersaMax,	
Molecular	 Devices).	 Las	 proteínas	 se	 analizaron	 en	 geles	 desnaturalizantes	 SDS-PAGE,	 con	
diferentes	 porcentajes	 de	 acrilamida,	 en	 función	 del	 tamaño	 de	 la	 proteína	 a	 estudiar.	 Las	
proteínas	 se	 transfirieron	 a	membranas	 de	 nitrocelulosa	 de	 0,45	 μm	de	 diámetro	 de	 poro.	 Las	
membranas	 se	 incubaron	 durante	 1	 hora	 a	 RT	 con	 solución	 de	 bloqueo	 (4%	 albúmina	 bovina	
sérica,	BSA,	Sigma	en	TBS-0,05%	Tween-20	(TTBS)	o	4%	leche	desnatada-TTBS)	y	a	continuación	se	
incubaron	 durante	 una	 noche	 a	 4ºC	 con	 los	 anticuerpos	 primarios	 diluidos	 en	 solución	 de	
bloqueo.	 Las	 membranas	 se	 lavaron	 tres	 veces,	 10	 minutos,	 con	 TTBS	 y	 se	 incubaron	 a	
continuación	1	hora	 a	 temperatura	 ambiente	 con	el	 anticuerpo	 secundario	diluido	1/10.000	en	
TTBS.	Después	se	volvieron	a	lavar	tres	veces,	10	minutos,	con	TTBS.	El	revelado	se	realizó	con	el	
sistema	 de	 quimioluminiscencia	mejorada	 (ECL,	 Immun-StarTM	 HRP	 Luminol/Enhancer,	 Bio-Rad),	






La	 cepa	 bacteriana	 BL-21	 fue	 transformada	 con	 los	 plásmidos	 pGEX-0,	 pGEX-SMAD2,	
pGEX-SMAD3,	 pGEX-SMAD4	 y	 pGEX-SMAD3MH1	 y	 pGEX-SMAD2MH1.	 Se	 cultivaron	 100	 ml	 de	
estas	bacterias	hasta	obtener	una	densidad	óptica	de	0,6	medida	a	600	nm.	En	este	momento,	la	
expresión	 de	 la	 proteína	 fusionada	 a	 GST	 se	 indujo	 con	 0.4	 mM	 de	 IPTG	 (isopropil-b-D-
tiogalactopiranósido).	 La	 inducción	 se	 realizó	 durante	 2	 horas.	 A	 continuación,	 las	 bacterias	 se	
recogieron	 por	 centrifugación	 y	 se	 resuspendieron	 en	 una	 mezcla	 de	 PBS	 e	 inhibidores	 de	
proteasas.	Posteriormente	se	añadió	0,5%	del	detergente	Triton	X-100.	Las	bacterias	se	sonicaron	
durante	 4	 ciclos	 de	 15	 segundos.	 Después,	 el	 lisado	 de	 bacterias	 se	 centrifugó	 a	 14.000	 rpm	
durante	10	minutos	a	4ºC	y	el	sobrenadante	se	incubó	con	300	ml	de	PBS-glutation-Sepharosa	4B	
(Amersham-Biosciences)	durante	1	h	a	4ºC.	A	continuación,	 se	 realizaron	3	 lavados	con	PBS.	 La	
elución	de	la	proteína	de	fusión	se	realizó	mediante	sucesivas	incubaciones	de	15	min	con	10	mM	







Los	ADNc	que	codifican	 las	proteínas	TRβ,		TRα	y	 los	mutantes	en	 los	distintos	dominios	
están	clonados,	como	ya	se	ha	indicado,	en	el	vector	pSG5.	Dicho	vector	contiene	el	promotor	de	
SV40	para	su	expresión	en	eucariotas,	así	como	el	promotor	T7	que	permite	la	transcripción	y	la	
traducción	 in	 vitro.	 La	 transcripción	 y	 traducción	 in	 vitro	 se	 llevó	 a	 cabo	 utilizando	 1	 μg	 del	
plásmido	en	un	volumen	final	de	50	μl,	en	presencia	de	[35S]	metionina	y	[35S]	cisteína,	siguiendo	
las	instrucciones	del	kit	TNT	de	Promega.		
Para	 los	ensayos	de	pull-down	 in	vitro,	10	μl	de	 la	proteína	marcada	radiactivamente	se	
incubaron	con	25	μl	de	las	proteínas	de	fusión	o	las	mismas	cantidades	de	la	proteína	GST-0	como	
control.	Las	proteínas	fueron	inmovilizadas	en	la	matriz	de	glutation	sefarosa	en	el	tampón	IPAB	
(20	mM	Hepes	 pH	7,9,	 150	mM	KCl,	 5	mM	MgCl2,	 0,02%	Triton	X-100,	 0,02	mg/ml	BSA,	 0,1	M	
PMSF,	 10	 mg/ml	 leupeptina	 y	 10	 mg/ml	 pepstatina).	 Donde	 se	 indica,	 se	 añadió	 una	















Se	plaquearon	 las	 células	 en	placas	de	100	mm	y	 se	 contransfectaron	 con	12	μg	de	 los	
vectores	de	expresión	para	TRβ	etiquetado	con	Flag	y	9	μg	de	SMAD4	etiquetado	con	el	epitopo	
HA.	 Las	 células	 se	 trataron	con	T3	50	nM	durante	1	hora	 según	correspondía	y	posteriormente	
fueron	 lisadas	con	el	buffer	previamente	descrito	para	 lisis	de	proteínas.	Aproximadamente	700	





de	 núcleo-citoplasma	 con	 el	 kit	 NE-PER	 (Thermo	 scientific)	 y	 se	 llevó	 la	 cabo	 la	
inmunoprecipitación	 de	 forma	 independiente	 utilizando	 la	 misma	 metodología.	 Para	 la	
coinmunoprecipitación	de	proteínas	endógenas,	se	usaron	células	GH4C1	que	se	trataron	con	50	
nM	 de	 T3	 y/o	 10	 ng/ml	 de	 TGFβ	 durante	 1	 hora.	 La	 imunoprecipitación	 se	 realizó	 con	 un	
anticuerpo	 para	 SMAD2/3.	 En	 este	 caso,	 en	 vez	 de	 usarse	 la	 proteína	 A/G	 Plus	 se	 usaron	






Para	 la	 extracción	 de	 ARN	 total	 se	 utilizó	 el	 kit	 RNeasy	 Mini	 (Qiagen)	 para	 tejido	 y	 el	
reactivo	Trizol	 (Sigma)	para	 células,	 basado	en	el	método	del	 isotiocianato	de	 guanidinio-fenol-
cloroformo.	La	concentración	de	ARN	se	estimó	en	un	espectrofotómetro	Nanodrop	ND1000	y	las	
muestras	 fueron	 conservadas	 a	 -80ºC	 en	 agua	 MilliQ.	 Para	 la	 síntesis	 de	 ADNc	 utilizamos	 el	
SuperScriptTM	 First-Strand	 Synthesis	 System	 de	 Invitrogen	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	
proveedor.	Para	cada	reacción,	empleamos	1	μg	de	ARN	total	 tratado	con	DNAsa	 I.	El	producto	
final	de	la	reacción	se	llevó	a	un	volumen	final	de	20	μl.		
Las	 reacciones	 de	 PCR	 cuantitativa	 en	 tiempo	 real	 se	 realizaron	 utilizando	 el	 sistema	
basado	en	Sybr	Green	(FastStart	Universal	SYBR	Green	Master	(ROX))	(Roche)	en	el	termociclador	
Mx3500P	 de	 Stratagene.	 Para	 cada	 reacción	 empleamos	 1	 ó	 2	 μl	 de	 ADNc	 y	 una	 mezcla	 de	
reacción	que	contenía	0,3	μM	de	cada	oligonucleótido,	FastStar	Taq	DNA	polymerase,	tampón	de	
reacción,	dNTPs,	SYBR	Green	y	el	fluorocromo	ROX,	en	un	volumen	final	de	reacción	de	10	μl.	Las	

















células	se	 lavaron	con	PBS	 frío	que	contenía	 inhibidores	de	proteasas	y	se	 recogieron	mediante	
raspado	de	 la	placa	y	centrifugación	a	2.000	rpm	a	4ºC	durante	5	minutos.	El	sedimento	celular	
fue	 lisado	con	300	μl	de	 tampón	de	 lisis	 (1%	SDS;	10	mM	EDTA;	50	mM	Tris-HCl	pH	8.0;	1	mM	
PMSF,	2	μg/ml	aprotinina,	2	μg/ml	pepstatina	A	y	2	μg/ml	leupeptina)	durante	15	minutos	a	0ºC.	
La	 sonicación	 se	 realizó	 en	 un	 sonicador	 Bioruptor	 UCD-200TM	 (Diagenode,	 Liège,	 Bélgica),	
siguiendo	 las	 instrucciones	del	proveedor.	Para	cada	reacción	de	 inmunoprecipitación	se	usaron	




























se	 incubaron	 con	 el	 anticuerpo	 secundario.	 El	 anticuerpo	 secundario	 conjugado	 con	 el	
fluorocromo	se	preparó	en	solución	de	bloqueo	y	se	incubaró	durante	1	hora	en	una	cámara	de	
humedad	 a	 temperatura	 ambiente.	 Finalmente,	 las	 células	 se	 incubaron	 10	 min	 con	 Dapi	
(Molecular	 Probes),	 se	 lavaron	 con	 PBS	 y	 los	 portaobjetos	 se	 montaron	 con	 cubreobjetos	 y	









Para	 el	 modelo	 de	 fibrosis	 hepática	 con	 CCl4	 se	 usaron	 ratones	 machos	 de	 la	 cepa	
C57BL/6J	de	6	a	8	semanas	de	edad.	El	hipertiroidismo	se	obtuvo	añadiendo	T4	(0,67	μg/100	g	de	
paso)	y	T3	(3,5	μg/100	g	de	peso)	en	el	agua	de	bebida,	siendo	ésta	renovada	todos	los	días.	Tanto	
estos	 animales	 como	 los	 controles	 eutiroideos	 fueron	 inyectados	 intraperitonealmente	 con	
tetracloruro	de	carbono	(CCl4)	(50	μl/100	g	de	peso)	o	con	la	misma	cantidad	de	vehículo	(aceite	
de	 oliva).	 En	 el	 caso	 del	 estudio	 de	 daño	 agudo,	 los	 ratones	 recibieron	 una	 única	 inyección	 de	
CCl4,	o	de	vehículo,	48	horas	antes	de	su	sacrificio.	Para	el	modelo	de	daño	crónico	con	desarrollo	
de	 fibrosis,	 las	 inyecciones	 se	 repitieron	 durante	 4	 semanas	 con	 una	 frecuencia	 de	 3	 días	 por	
semana	y	los	animales	se	sacrificaron	72	horas	después	de	la	última	inyección.	El	tratamiento	con	
hormonas	tiroideas	se	continuó	durante	todo	el	periodo.	
Se	 usaron	 también	 hígados	 de	 ratones	 sin	 tratar	 de	 18	meses	 de	 edad.	 Estos	 animales	
eran	 doble	 KO	 para	 los	 TRs	 (TRα1-/-/TRβ-/-)	 o	WT	 (TRα1+/+/TRβ+/+)	 con	 el	mismo	 fondo	 genético	
(Contreras-Jurado	et	al	2011).	









Los	 ratones	 fueron	 sacrificados	 mediante	 dislocación	 cervical.	 Se	 cogió	 el	 suero	 y	 las	
muestras	 de	 hígado	 y	 de	 piel	 se	 congelaron	 en	 RNAlater	 (Ambion)	 para	 obtener	 RNA,	 se	
criocongelaron	para	extraer	proteína	o	 se	 fijaron	con	paraformaldehído	y	 fueron	embebidos	en	
parafina	para	los	análisis	histológicos.	En	todos	los	experimentos	los	animales	se	distribuyeron	de	
manera	 aleatoria	 entre	 los	 diferentes	 grupos.	 Los	 niveles	 de	 T4	 y	 T3	 se	 midieron	 mediante	
radioinmunoensayo	 tras	 la	extracción	y	purificación	del	 suero	como	se	ha	descrito	previamente	
(Obregon	et	 al	 1979).	 Las	 hormonas	marcadas	 con	 125I-T4	 e	 125I-T3	 con	una	 actividad	 específica	










Los	 hígados	 y	 la	 piel	 fueron	 fijados	 en	 4%	 de	 formalina	 y	 embebidos	 en	 parafina.	 Se	
hicieron	 cortes	 seriados	 de	 4	 μm	 de	 espesor	 con	 un	 microtomo.	 Los	 cortes	 de	 los	 tejidos	 se	
desparafinaron	 e	 hidrataron	 	 y	 se	 tiñeron	 con	 Hematoxilina,	 tricrómico	 de	 Masson	 o	 rojo	
Picrosirio,	 según	 el	 caso,	 usando	 los	 procedimientos	 estándares.	 Después	 se	 deshidratron	 de	
nuevo	y	se	montaron	las	preparaciones	con	Moviol.	
Las	 áreas	 fibróticas	 de	 los	 hígados	 se	midieron	 en	 los	 cortes	 teñidos	 con	 rojo	 Picrosirio	










La	 inmunohistoquímica	 de	 Colágeno	 I	 se	 realizó	 sobre	 los	 cortes	 de	 4	 μm	 de	 espesor	
desparafinados	e	hidratados.	El	desenmascaramiento	del	antígeno	se	llevó	a	cabo	con	un	tampón	
citrato	 llevado	 hasta	 la	 ebullición	 en	 un	 microondas.	 A	 continuación	 se	 inhibió	 la	 actividad	
peroxidasa	endógena	 sumergiendo	 las	muestras	 en	0,3%	H2O2	 en	metanol	 durante	10	minutos.	
Las	muestras	 fueron	bloqueadas	y	permeabilizadas	mediante	 la	 incubación	con	PBS/0,5%	Tritón	
X-100	durante	30	minutos.	La	incubación	con	el	anticuerpo	primario	se	realizó,	en	la	solución	de	
bloqueo,	durante	una	noche	a	4ºC	en	cámara	húmeda.	La	amplificación	y	el	 revelado	se	 llevó	a	
cabo	 con	 el	 kit	 ABC	 (Vectastain),	 empleando	 DAB	 (DAB	 Substrate	 kit).	 Los	 portaobjetos	 fueron	
montados	con	DePex	(Serva)	y	cubreobjetos.		





El	 análisis	 estadístico	 se	 realizó	 con	 el	 software	 SPSS.	 El	 test	 Shapiro-Wilk	 se	 usó	 para	
comprobar	que	existía	una	distribución	normal	en	 los	datos	analizados	y	el	 test	de	Levene	para	













Anticuerpo	 Dilución	 Uso	 Referencia	y	
proveedor	
Colágeno	 1:100	 Inmunohistoquímica	 ab34710	(Abcam)	
Erk2	 1:20000	 Western	blot	 sc-154	(Santa	Cruz)	
Flag	 3	μg	/	1:2000	 CoIP/Western	blot	 F1804(Sigma-Aldrich)	
Fosfo-ERK	 1:1000	 Western	blot	 sc-7383	(Santa	Cruz)	










H4Ac	 5	μg	 ChIP	 06-866	(Upstate)	
HA	 1:2000	 Western	blot	 1	867	432	(Roche)	
IKBα	 1:500	 Western	blot	 sc-371	(Santa	Cruz)	
IKBβ	 1:500	 Western	blot	 sc-945	(Santa	Cruz)	







Smad4	 1:500	 Western	blot	 sc-7966(Santa	Cruz)	
Smad4	 5	μg	/	1:500	 ChIP/Western	blot	 sc-7154(Santa	Cruz)	
Stat3	 1:1000	 Western	blot	 C7907	(Cell	Signaling)	
TRα/β	 5	μg/1:1000	 ChIP/Western	blot	 sc-737(Santa	Cruz)	
TRβ	 1:1000	 Western	blot	 sc-772(Santa	Cruz)	
TRβ	 2	μl/reaction	 ChIP	 Gerenado	 por	 N.	
Buisine	y	L.	Sachs	
Tubulina	 1:10000	 Western	blot	 T5168	(Sigma-Aldrich)	









































































































Para	 abordar	 el	 estudio	 de	 nuestra	 hipótesis,	 quisimos,	 en	 primer	 lugar,	 analizar	 si	 las	
hormonas	 tiroideas	 podían	 regular	 la	 transcripción	 mediada	 por	 TGFβ.	 Para	 ello	 realizamos	
ensayos	de	transfección	transitoria	con	plásmidos	reporteros	de	luciferasa	en	células	de	hipófisis	
de	 rata,	 GH4C1,	 ya	 que	 estas	 células	 responden	 muy	 bien	 a	 las	 hormonas	 tiroideas.	 Para	 la	
transfección	 se	 usó	 el	 plásmido	 reportero	 p3TP-lux,	 que	 contiene	 elementos	 de	 unión	 a	 SMAD	
(SBEs)	 en	 su	 promotor	 (Wrana	 et	 al	 1992).	 Observamos	 que	 el	 TGFβ	 estimula	 la	 actividad	 del	
reportero	 en	 estas	 células	 y	 que	 la	 T3,	 a	 una	 concentración	 fisiológica,	 disminuye	 fuertemente	
esta	respuesta	(Fig.	7A).		
También	 estudiamos	 la	 posibilidad	 de	 que	 pudiese	 existir	 ese	 antagonismo	 de	 forma	
recíproca	 y	 para	 ello	 repetimos	 el	 ensayo,	 pero	 en	 este	 caso	 el	 plásmido	 reportero	 contenía	
elementos	de	 respuesta	a	hormona	 tiroidea	 (TREs)	y	observamos	que	el	TGFβ	no	modificaba	 la	
actividad	inducida	por	la	T3	(Fig.	7B).		
El	siguiente	paso	fue	confirmar	que	el	efecto	antagónico	observado	era	resultado	de	una	
inhibición	de	 la	 transcripción	dependiente	directamente	de	 SMAD	y	no	debido	a	 cambios	en	 la	
expresión	o	activación	de	 los	 receptores	de	TGFβ.	 	 Para	ello,	 las	 células	 fueron	 cotransfectadas	
con	vectores	de	expresión	para	SMAD3	y/o	SMAD4	y	el	plásmido	reportero	p3TP-lux	y	después	
incubadas	 en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 T3.	 Observamos	 que	 la	 sobreexpresión	 de	 SMAD3	
incrementaba	 significativamente	 la	 actividad	 luciferasa	 y	 que	 ésta	 aumentaba	 aún	 más	 si	 se	
cotransfectaba	 con	 SMAD4,	 la	 Co-SMAD	 que,	 por	 si	 sola,	 carece	 de	 actividad	 transcripcional	
(Heldin	y	Moustakas	2012).	Pudimos	apreciar	que	la	T3,	de	nuevo,	reducía	considerablemente	la	
estimulación	mediada	por	estos	factores	de	transcripción,	demostrando	que	la	hormona	inhibe	la	
transactivación	dependiente	de	TGFβ	mediante	 la	 regulación	de	 la	 actividad	de	 las	 SMADs	 (Fig.	
7C).	Estos	resultados	fueron	fehacientemente	apoyados	por	el	hecho	de	que	tanto	la	estimulación	
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transitoria	 en	 células	 GH4C1	 con	 el	 plásmido	 reportero	 p3TP-lux	 el	 cual	 consta	 de	 un	 fragmento	 del	
promotor	 de	 PAI-1	 (Plasminogen	 activator	 inhibitor-1),	 que	 contiene	 sitios	 SBE,	 seguido	 del	 gen	 de	 la	
luciferasa.	 La	 actividad	 luciferasa	 se	 determinó	 en	 células	 incubadas	 durante	 36	 horas	 con	 T3	 5	 nM	 en	
presencia	y	ausencia	de	TGFβ	10	ng/ml	durante	las	últimas	5	horas.	(B)	Ensayos	paralelos	 llevados	a	cabo	
con	 el	 plásmido	 reportero	 que	 contiene	 sitios	 consenso	 TRE	 en	 su	 promotor.	 (C)	 Co-transfección	 del	
plásmido	 reportero	 p3TP-lux	 y	 vectores	 de	 expresión	 de	 SMAD3	 (150	 ng),	 SMAD4	 (200	 ng),	 ambos	 o	 la	
misma	 cantidad	 del	 vector	 vacío	 (-).	 La	 actividad	 luciferasa	 fue	 determinada	 36	 horas	 después	 de	 la	
incubación	 de	 las	 células	 transfectadas	 en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 T3.	 (D)	Co-transfección	 del	 plásmido	
reportero	p3TP-lux	y	un	vector	de	expresión	de	SMAD7	(100	ng)	o	el	vector	vacío.	Las	células	se	trataron	





Para	 validar	 que	 la	 T3	 inhibe	 la	 actividad	 transcripcional	 de	 las	 SMADs	 realizamos	 de	
nuevo	ensayos	de	luciferasa	pero	en	este	caso	nos	valimos	del	sistema	GAL4-UAS.	Se	cotransfectó	
el	plásmido	de	fusión	GAL-SMAD3,	que	consiste	en	el	dominio	de	unión	a	DNA	de	GAL4	seguido	





































200	ng	del	plásmido	 reportero	UAS	y	100	ng	de	 la	 construcción	GAL4DBD-SMAD3	o	el	GAL4DBD	solo.	 La	
actividad	luciferasa	se	determinó	después	de	la	incubación	con	T3	5	nM	durante	36	horas	y/o	con	TGFβ	10	





con	otros	plásmidos	 reporteros	que	 contienen	 SBEs.	De	este	modo,	 ratificamos	que	 las	 SMADS	




















































































transfectamos	 el	 plásmido	 reportero	 p3TP-lux	 en	 células	 las	 humanas	 de	 hepatocarcinoma	
HepG2-TRβ	 que	 expresan	 de	 forma	 estable	 el	 receptor	 de	 hormonas	 tiroideas	 TRβ1	 (Chan	 y	
Privalsky	2009).	Observamos	de	nuevo	que	la	incubación	con	TGFβ	o	la	transfección	de	SMAD3	y	
SMAD4	activaba	el	promotor	y	que	la	T3	atenuaba	dicha	activación,	la	cual	fue	de	nuevo	abolida	
al	 cotransfectar	 con	 SMAD7.	 	 Por	 otra	 parte,	 también	 de	 forma	 paralela	 a	 lo	 observado	 en	 las		
células	GH4C1,	 la	 transactivación	dependiente	de	 T3	no	 se	 vio	 afectada	por	 el	 tratamiento	 con	
TGFβ	(Fig.	10A).		
También	 estudiamos	 otros	 tipos	 celulares	 como	 las	 células	 de	 neuroblastoma	 murino	
N2aβ,	 que	 expresan	 de	 forma	 estable	 el	 TRβ1,	 y	 las	 células	 HeLa	 humanas,	 obteniendo	
































































































































vector	 vacío	 o	 con	un	 vector	 de	 expresión	de	 SMAD7	 (100	ng)	 y	 tratadas	 con	 T3	 y/o	 con	 TGFβ	 como	 se	
indica.	(B)	Las	células	N2aβ	y	 las	células	HeLa	se	cotransfectaron	con	el	plásmido	reportero	p3TP-lux	y	 los	
vectores	 de	 expresión	 de	 SMAD3	 y	 SMAD4.	 Se	midió	 la	 actividad	 luciferasa	 en	 las	 células	 tratadas	 y	 no	










En	 primer	 lugar	 utilizamos	 el	 análogo	 de	 la	 T3,	 GC-1,	 que	 es	 específico	 del	 TRβ,	 y	
observamos	que	éste	era	tan	potente	como	la	T3	para	reprimir	la	respuesta	a	TGFβ	o	a	SMADs	en	
las	 células	 GH4C1	 (Fig.	 11A	 y	 B).	 Esto	 demuestra	 que	 el	 TRβ	 es	 el	 principal	 mediador	 del	
































































Figura	11.	Un	 ligando	específico	de	TRβ	puede	antagonizar	 la	actividad	 transcripcional	de	TGFβ/SMAD.	
(A)	Las	células	GH4C1	fueron	transfectadas	con	el	plásmido	reportero	p3TP-lux	y	tratadas	durante	36	horas	
con	 T3	 5	 nM	 o	 con	 la	misma	 concentración	 del	 ligando	 específico	 de	 TRβ,	 GC-1.	 El	 TGFβ	 (10	 ng/ml)	 se	
añadió	 durante	 las	 últimas	 5	 horas	 y	 la	 actividad	 luciferasa	 fue	 determinada.	 (B)	 Las	 células	 fueron	
cotransfectadas	con	el	plásmido	reportero	y	vectores	de	expresión	para	SMAD3	(150	ng)	y	SMAD4	(200	ng)	
o	con	el	correspondiente	vector	vacío	y	la	activad	luciferasa	fue	medida	tras	el	tratamiento	con	o	sin	T3	o	
GC-1.	 Los	 datos	 representan	 las	 medias	 ±	 S.D.	 de	 tres	 experimentos	 independientes.	 Se	 muestran	 las	




Una	 vez	 comprobado	 que	 el	 efecto	 de	 la	 T3	 sobre	 la	 señalización	 del	 TGFβ	 podía	 ser	










puede	 concluir	 que	 ambas	 isoformas	 del	 receptor	 de	 hormonas	 tiroideas	 pueden	 mediar	 la	
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células	 Mv1Lu	 fueron	 cotransfectadas	 con	 el	 plásmido	 p3TP-lux,	 que	 contiene	 elementos	 SBE,	 y	 con	
vectores	 de	 expresión	 de	 TRβ	 o	 TRα	 (25	 ng)	 o	 con	 la	 misma	 cantidad	 del	 vector	 vacío	 (-).	 La	 actividad	
luciferasa	fue	determinada	tras	el	tratamiento	con	T3	durante	36	horas	y/o	con	TGFβ	durante	las	últimas	5	
horas.	 (B)	 Las	 células	Mv1Lu	 fueron	 cotransfectadas	 con	 el	 plásmido	 reportero	 p3TP-lux,	 los	 vectores	 de	








Tras	 comprobar	 que	 ambas	 isoformas	 del	 receptor	 eran	 capaces	 de	 mediar	 el	 efecto	
represor,	quisimos	analizar	qué	regiones	de	éste	estaban	 implicadas	en	 la	 inhibición	observada.	




los	 receptores	 nativos	 como	 los	mutantes	 fueron	 expresados	 en	 niveles	 comparables	 tanto	 en	
RESULTADOS	
	62	
presencia	 como	en	ausencia	de	T3	 (Fig.	 13C	y	 F).	 Las	mutaciones	K288I	 y	 E457Q	en	el	 TRβ	y	 la	
mutación	 equivalente	 de	 esta	 última	 en	 el	 TRα,	 E401Q,	 se	 localizan	 en	 el	 dominio	 de	 unión	 a	
ligando	(LBD)	e	impiden	el	reclutamiento	de	coactivadores	y	la	transcripción	dependiente	de	T3,	
aunque	 si	 son	 capaces	 de	 unir	 T3	 (García-Silva	 et	 al	 2011).	 Observamos	 que	 estos	 mutantes	
mantenían	 la	 actividad	 independiente	 de	 ligando	 y	 que	 la	 T3	 reprimía	 de	 forma	 significativa	 la	
transactivación	por	el	TGFβ,	aunque	de	forma	menos	potente	que	en	las	células	que	expresaban	
los	receptores	nativos	(Fig.	13A	y	D).	Por	el	contrario,	el	dominio	LBD	aislado	del	receptor	TRα	no	
era	 capaz	 de	 antagonizar	 la	 estimulación	 producida	 por	 el	 TGFβ	 (Fig.	 13A).	 La	 implicación	 del	




en	 la	secuencia	de	 la	caja	P	responsable	del	reconocimiento	de	 los	elementos	TRE,	siendo	estos	
residuos	 cambiados	 por	 los	 presentes	 en	 varios	 receptores	 de	 esteroides,	 alterando	 así	 la	
especificidad	 de	 unión	 al	 ADN.	 En	 ausencia	 de	 T3,	 la	 expresión	 de	 los	 mutantes	 del	 DBD	 no	
incrementó	 la	 actividad	 reportera	 en	 respuesta	 a	 TGFβ	 y,	 en	 presencia	 de	 T3,	 no	 fue	 capaz	 de	
mediar	 una	 inhibición	 significativa	 de	 la	 transactivación	 inducida	 por	 este	 factor.	 Estos	 datos	
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con	T3	durante	36	horas	y	 con	TGFβ	en	 las	últimas	5	horas.	 Los	 resultados	 se	expresan	en	 relación	a	 las	





tratadas	 como	 en	 el	 apartado	 A.	 (E)	 Esquema	 de	 los	 mutantes	 del	 TRβ	 usados.	 (F)	 Expresión	 	 de	 los	






Ya	 que	 en	 los	 mecanismos	 de	 transrepresión	 transcripcional	 puede	 estar	 implicado	 el	
reclutamiento	de	 los	 receptores	 nucleares	 a	 sitios	 de	unión	 al	DNA	de	otros	 factores,	 quisimos	




contiene	 los	 SBEs,	 y	 que	 esta	 unión	 se	 veía	 incrementada	 tras	 la	 sobreexpresión	 del	 receptor	
nativo	o	de	 los	mutantes	del	 LBD.	Por	el	 contrario,	 este	aumento	en	 la	unión	no	 se	apreció	en	

























































SMAD2	 prácticamente	 no	 interaccionaba	 con	 los	 TRs,	 mientras	 que	 existía	 una	 interacción	
detectable	 y	 similar	 entre	 SMAD3	 y	 SMAD4	 y	 ambos	 receptores.	 Esta	 interacción	 disminuía	
significativamente	en	presencia	de	T3	(Fig.	15A).	Mas	concretamente,	vimos	que	el	dominio	Mad	
de	 Homología	 (MH1)	 de	 la	 SMAD3	 era	 suficiente	 para	 asociarse	 con	 los	 receptores	 (Fig.	 15B).	
Confirmamos	 la	 interacción	 entre	 el	 TR	 y	 SMAD3	 y	 SMAD4	 en	 extractos	 de	 células	 Cos-1	
transfectadas	 con	 TRβ-Flag	 e	 incubadas	 en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 T3.	 Estos	 experimentos	
mostraron	de	nuevo	una	asociación	entre	el	TR	y	las	SMADs	que	era	revertida	en	presencia	de	T3	
(Fig.	15C).	Una	interacción	entre	ambos	factores	de	transcripción	que	se	inhibía	en	presencia	de	
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negativo.	Son	medias	±	S.D.	de	 tres	experimentos	 independientes.	Se	 indican	 las	diferencias	significativas	
entre	 la	 ausencia	 y	 la	 presencia	 de	 T3.	 (B)	 Ensayos	 de	 pull-down	 de	 TRβ	 o	 TRα	 con	 GST-SMAD2,	 GST-
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pudiese	 deshacer	 la	 formación	 del	 complejo	 que	 se	 forma	 entra	 las	 SMAD2/3	 y	 la	 SMAD4	 al	
activarse	 la	 ruta	 del	 ΤGFβ.	 Para	 analizar	 esta	 posibilidad	 realizamos	 ensayos	 de	
coinmunoprecipitación	entre	el	SMAD3	y	el	SMAD4	tratando	las	células	con	TGFβ	y	en	presencia	o	
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Figura	17.	La	T3	no	deshace	 la	 interacción	entre	SMAD2/3	y	 la	SMAD	correguladora.	 Las	células	GH4C1	
fueron	tratadas	con	T3	5	nM	y/o	con	TGFβ	a	una	concentración	de	10	ng/ml	durante	1	hora.	Los	extractos	
celulares	(1,7	mg)	fueron	inmunoprecipitados	con	un	anticuerpo	para	SMAD2/3	o	con	su	correspondiente	














con	 la	 Co-SMAD	 promueve	 la	 translocación	 de	 los	 complejos	 SMAD	 al	 núcleo	 (Feng	 y	 Derynck	
2005).	Mediante	 una	 tinción	 de	 inmunofluorescencia	 se	 pudo	 observar	 que	 la	 inhibición	 de	 la	
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Figura	 18.	 Efecto	 de	 la	 T3	 sobre	 la	 fosforilación	 y	 translocación	 al	 núcleo	 de	 las	 SMADs.	 (A)	 Análisis	
mediante	Western	blot	de	extractos	de	células	GH4C1	tras	el	tratamiento	con	T3	(5	nM)	durante	36	horas	y	
con	 TGFβ	 (10	 ng/ml)	 durante	 los	 periodos	 indicados,	 con	 anticuerpos	 para	 fosfo-SMAD2	 (pSMAD2)	 y	
SMD2/3.	 ERK	 se	 usó	 como	 control	 de	 carga.	 En	 el	 panel	 derecho	 se	 muestra	 la	 media	 ±	 S.D.	 de	 las	








horas	 y/o	 con	 TGFβ	 durante	 1	 hora,	 posteriormente	 fijadas	 y	 analizadas	 mediante	 inmunofluorescencia	
indirecta	con	un	anticuerpo	para	SMAD2/3.	Se	muestran	imágenes	representativas	de	SMAD2/3,	la	tinción	
nuclear	 de	 DAPI	 y	 la	 superposición	 de	 ambas.	 La	 barra	 de	 escala	 es	 de	 50	 μm.	 A	 la	 derecha	 se	 puede	
observar	el	detalle	de	las	zonas	indicadas.	
	
Quisimos	 comprobar	 si	 esta	 inhibición	 de	 la	 fosforilación	 y	 translocación	 de	 SMADs	 al	
núcleo	ocurría	en	otro	tipo	celular.	Para	ellos	usamos	las	células	de	hepatocarcinama	HepG2	y	las	
HepG2-TRβ,	previamente	descritas,	que	sobreexpresan	el	ΤRβ1.	Observamos	que	la	T3	reducía	la	
fosforilación	 de	 SMAD2	 en	 las	 células	 HepG2-TRβ	 pero	 no	 en	 las	 HepG2	 parentales	 (Fig.	 19A).	
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TRβ.	 (A)	 Las	 células	 parentales	 HepG2,	 así	 como	 las	 células	 HepG2-TRβ,	 que	 expresan	 el	 TRβ	 de	 forma	
estable,	 fueron	 incubadas	 con	 T3	 (5	 nM)	 durante	 36	 horas	 y	 con	 TGFβ	 (10	 ng/ml)	 durante	 los	 tiempos	
indicados.	 Se	 obtuvieron	 	 extractos	 celulares	 totales	 y	 se	 llevaron	 a	 cabo	Western	 blots	 con	 anticuerpos	
para	 fosfo-SMAD2	 (pSMAD2),	 SMAD2/3	 y	 SMAD4.	 ERK2	 se	 usó	 como	 control	 de	 carga.	 (B)	 Se	 llevaron	 a	
cabo	 Western	 blots	 con	 15	 μg	 de	 proteínas,	 con	 los	 mismos	 anticuerpos,	 en	 extractos	 nucleares	 y	






Hemos	 visto	 que	 la	 T3	 reduce	 la	 transcripción	 inducida	 por	 ΤGFβ,	 lo	 que	 parece	 estar	
asociado	a	 la	disminución	de	 la	 fosforilación	de	SMAD2	y	SMAD3	y	de	su	translocación	nuclear.	
Sin	embargo,	cabía	la	posibilidad	de	que	la	inhibición	de	los	niveles	de	Smad	fosforilada	observada	
en	presencia	de	la	hormona	fuese	consecuencia	de	un	aumento	de	su	desfosforilación,	ya	que	la	
la	 fosfatasa	 PPM1A	 causa	 la	 desfosforilación	 de	 SMAD3	 en	 el	 núcleo	 y	 su	 exportación	 al	
citoplasma	(Lin	et	al	2006).	
Para	analizar	esta	hipótesis	primero	quisimos	estudiar	el	efecto	de	 la	T3	 si	el	TR	no	era	
capaz	 de	 entrar	 al	 núcleo.	 Para	 ello	 analizamos	 la	 respuesta	 transcripcional	 a	 ΤGFβ	 en	 células	
Mv1Lu	 transfectadas	 con	 el	 ΤRβ	 nativo	 fusionado	 a	 GFP	 y	 con	 un	 ΤRβ	 mutado	 (ΤRβ2A)	 en	 el	
dominio	que	contiene	la	señal	de	localización	nuclear	(Zhu	et	al	1998).	Pudimos	observar	que	el	
receptor	 vacío	 transfectado	 era	 predominantemente,	 aunque	 no	 exclusivamente,	 nuclear,	
mientras	que	la	predominante	localización	nuclear	se	perdía	en	el	mutante	2A	(Fig.	20A).		Por	otra	
parte,	 encontramos	 que	 el	 antagonismo,	 dependiente	 de	 T3,	 de	 la	 actividad	 transcripcional	
inducida	 por	 ΤGFβ	 no	 tenía	 lugar	 en	 las	 células	 transfectadas	 con	 el	 mutante	 2A	 (Fig.	 20B),	
indicando	que	 la	 translocación	al	núcleo	del	TR	es	necesaria	para	mediar	el	efecto	de	 la	T3.	Sin	
embargo,	este	mutante	seguía	manteniendo	cierta	estimulación	transcripcional	independiente	de	
ligando.	 Paralelamente,	 mediante	 análisis	 de	 Western	 blot	 encontramos	 que	 los	 niveles	 de	
pSMAD3	 disminuían	 en	 presencia	 de	 T3	 en	 las	 células	Mv1Lu	 transfectadas	 con	 el	 ΤRβ	 nativo,	
pero	no	en	las	células	transfectadas	con	un	vector	vacío	o	con	el	mutante	ΤRβ2A.	En	ningún	caso	
existieron	 cambios	 en	 los	 niveles	 totales	 de	 SMAD2/3	 y	 de	 SMAD4	 (Fig.	 20C).	 Los	 niveles	 de	
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midió	 tras	 la	 incubación	 con	 T3	 durante	 36	 horas	 y	 con	 TGFβ	 durante	 las	 últimas	 5	 horas.	 (C)	 Análisis	
mediante	Western	blot	de	pSMAD3,	 SMAD2/3	 total,	 SMAD4	 total	 y	 ERK2	en	 células	 transfectadas	 con	el	






analizamos	 el	 efecto	 del	 TRβ	 y	 del	 TRβ2A	 cotransfectándolos	 con	 SMAD3	 en	 células	 Cos-1	 que	
tienen	 una	 mejor	 eficiencia	 de	 transfección.	 En	 las	 células	 Cos-1,	 también	 se	 observó	 la	
distribución	 principalmente	 citoplasmática	 del	 receptor	 2A	 y	 predominantemente	 nuclear	 del	
receptor	nativo	(Fig.	21A).	En	este	caso	se	vio	que	los	receptores	vacíos	incrementaban	los	niveles	
de	pSMAD3,	principalmente	en	el	citoplasma,	aunque	el	TRβ	nativo	tenía	un	efecto	mayor.	Estos	
datos	 estarían	 de	 acuerdo	 con	 la	 idea	 de	 que,	 al	menos	 cuando	 se	 sobreexpresa,	 el	 TR	 puede	
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Figura	 21.	 Se	 requiere	 la	 localización	 nuclear	 del	 TR	 para	 la	 inhibición	 de	 la	 fosforilación	 de	 SMAD	
dependiente	de	T3.	(A)	Análisis	mediante	Western	blot	del	TRβ,	fosfo-SMAD3	(pSMAD3),	SMAD2/3,	SMAD4	
y	ERK2	en	extractos	citoplasmáticos	y	nucleares	de	células	Cos-1	transfectadas	con	vectores	de	expresión	







Tras	 comprobar	 que	 la	 localización	 nuclear	 del	 receptor	 de	 hormonas	 tiroideas	 es	
necesaria	para	que	 la	T3	ejerza	 su	efecto	 inhibitorio,	 analizamos	 si	 la	hormona	podía	 regular	 la	
desfosforilación	 en	 el	 núcleo.	 Para	 ello,	 comparamos	 el	 efecto	 de	 la	 T3	 en	 células	 Mv1Lu	
cotransfectadas	 con	 TRβ	 y	 un	 vector	 de	 expresión	para	 SMAD3	nativo	o	para	dos	mutantes	 de	
éste	en	el	motivo	de	fosforilación	C-terminal	SXS	(S/D	y	S/E).	Estas	mutaciones	deberían	dar	lugar	
a	un	SMAD3	constitutivamente	activo,	ya	que	mimetizan	la	fosforilación	y	no	pueden	ser	diana	de	
la	 fosfatasa	PPM1A	(Dissmeyer	y	Schnittger	2011,	Shen	et	al	2014).	Tanto	 la	 forma	nativa	como	




contenía	 elementos	 SBE,	 en	 ausencia	 de	 fosforilación.	Además,	 el	 TGFβ	 aumentaba	 aún	más	 la	
activación	 transcripcional	 en	 las	 células	 transfectadas	 con	 el	 SMAD	 nativo,	 pero	 este	 factor	
apenas	tenía	efecto	en	las	células	transfectadas	con	los	mutantes	de	SMAD.	Adicionalmente,	la	T3	





































S/D)	 con	 anticuerpos	 para	 pSMAD2,	 SMAD2/3	 y	 ERK.	 (B)	 Ensayos	 de	 luciferasa	 en	 células	 Mv1Lu	
cotransfectadas	 con	 vectores	 de	 expresión	 para	 el	 TRβ	 y	 para	 el	 SMAD3	 nativo	 o	 los	mutantes.	 Tras	 la	
transfección,	 las	células	fueron	incubadas	con	o	sin	T3	durante	24	horas	y	con	TGFβ	durante	las	últimas	5	










TGFβ	de	 plásmidos	 reporteros	 que	 contienen	 sitios	 SBE.	 El	 siguiente	 paso	 fue	 confirmar	 que	 la	
hormona	 también	podía	 inhibir	 la	expresión	endógena	de	genes	diana	del	 TGFβ.	Transcritos	de	
tres	genes	diana	del	TGFβ	ampliamente	descritos,	Smad7,	 Id1	y	p15	fueron	analizados	mediante	
PCR	 cuantitativa	 en	 células	 GH4C1.	 Su	 expresión	 se	 indujo	 por	 el	 factor	 de	 crecimiento	 y	 esta	
inducción	 se	 vio	 claramente	 disminuida	 en	 las	 células	 tratadas	 también	 con	 T3	 (Fig.	 23A).	








regiones	 en	 las	 células	 sin	 tratar.	 Esta	 unión	 se	 mantiene	 en	 las	 células	 tratadas	 con	 TGFβ,	
mientras	que	el	receptor	se	libera	al	tratar	las	células	con	la	hormona.	Ya	que	el	reclutamiento	de	
histonas	 acetiltransferasas	 juega	 un	 papel	 crucial	 en	 las	 respuestas	 transcripcionales	 de	






































































































2.1.	 En	 respuesta	 al	 tetracloruro	de	 carbono	 los	 ratones	hipertiroideos	desarrollan	un	
daño	hepático	agudo	significativamente	más	leve	que	los	eutiroideos	
	
A	 la	 vista	 de	 los	 resultados	 obtenidos	 indicando	 que	 la	 T3	 puede	 antagonizar	 la	
transcripción	 inducida	 por	 TGFβ/SMAD,	 nos	 preguntamos	 si	 el	 tratamiento	 con	 hormonas	
tiroideas	podría	reducir	la	susceptibilidad	de	los	ratones	a	desarrollar	fibrosis	“in	vivo”,	ya	que	el	
TGFβ	 es	 el	 principal	 mediador	 de	 esta	 patología	 (Brenner	 2009).	 Para	 ello,	 en	 primer	 lugar,	
añadimos	T3	y	T4	 	al	 agua	de	bebida	de	 los	 ratones	durante	un	periodo	de	43	días	antes	de	 la	
inyección	intraperitoneal	de	tetracloruro	de	carbono	(CCl4),	un	agente	hepatotóxico	ampliamente	




incremento	 de	 los	 niveles	 circulantes	 de	 la	 hormona	 activa	 T3,	 así	 como	 el	 incremento	 de	 la	
expresión	hepática	de	la	desyodasa	1	(Dio1),	un	marcador	funcional	muy	preciso	de	la	condición	
tiroidea	 (Zavacki	et	 al	 2005),	muestra	que,	 como	 se	había	 descrito	 previamente	 (Obregon	et	 al	
1979),	el	tratamiento	oral	con	hormonas	tiroideas	induce	un	hipertiroidismo	funcional	en	ratones	
(Fig	24B).	
Como	 se	 puede	 apreciar	 en	 la	 figura	 24C,	 el	 tratamiento	 con	 CCl4	 durante	 48	 horas	
provocó	una	necrosis	relevante	de	los	hepatocitos	que	rodean	las	venas	centrolobulillares	en	los	
ratones	 eutiroideos.	 Sin	 embargo,	 este	 daño	 no	 se	 observó	 en	 los	 ratones	 hipertiroideos	 (Fig.	
24C).	 Esta	 disminución	 del	 daño	 hepático	 en	 los	 ratones	 tratados	 con	 hormonas	 tiroideas	 fue	
confirmada	 por	 una	 fuerte	 reducción	 de	 la	 inducción	 de	 la	 actividad	 de	 la	 aspartato	
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aminotransferasa	 (AST)	 que	 tiene	 lugar	 como	 consecuencia	 de	 la	 administración	 del	 CCl4	 (Fig.	
24D).	Tras	el	daño	hepático	agudo,	el	TGFβ	aumenta	la	fosforilación	de	SMAD2/3,	lo	que	desata	la	
deposición	 de	matriz	 extracelular	 y	 el	 desarrollo	 de	 fibrosis	 hepática	 si	 la	 exposición	 al	 agente	
hepatotóxico	 es	 crónica	 (Yoshida	 y	 Matsuzaki	 2012).	 El	 tratamiento	 con	 hormonas	 tiroideas	
disminuyó	 los	 niveles	 de	 pSMAD2	 y	 de	 pSMAD3	 antes	 y	 después	 de	 la	 inyección	 de	 CCl4.	 La	
cuantificación	de	la	relación	pSMAD/SMAD2,3	confirmó	la	reducción	de	la	activación	de	SMAD2	y	
SMAD3	 por	 este	 agente	 en	 los	 hígados	 hipertiroideos	 (Fig.	 24E).	 Además,	 la	 inducción	 de	 la	
expresión	de	 los	mARNs	de	Tgfβ1	 y	 de	Egr-1	 en	 los	 ratones	 eutiroideos	 que	 tiene	 lugar	 tras	 el	
daño	hepático	agudo	inducido	por	el	tratamiento	con	CCl4	(Pritchard	et	al	2010),	se	vio	inhibida	
en	los	ratones	hipertiroideos	(Fig.	24F).	Con	estos	datos	se	demuestra	una	reducción	temprana	de	
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en	 el	 suero	 de	 los	 diferentes	 grupos.	 Los	 datos	 se	 muestran	 como	 medias	 ±	 S.E.M.	 y	 se	 indican	 las	
diferencias	estadísticamente	significativas	entre	los	ratones	eutiroideos	e	hipertiroideos	tratados	con	CCl4	
tras	un	análisis	estadístico	mediante	ANOVA.	(E)	Western	blot	de	pSMAD2,	pSMAD3,	SMAD2/3	y	SMAD4	en	
los	hígados	 tras	el	 tratamiento	 con	CCl4.	 ERK2	 se	usó	 como	control	adicional	de	 carga.	 En	el	panel	de	 la	
derecha	 se	 muestra	 la	 relación	 pSMAD2/SMAD2,3	 y	 pSMAD3/SMAD2,3	 (medias	 ±	 S.E.M.)	 de	 las	
cuantificaciones	 de	 los	Western	 blots.	 (F)	 Niveles	 de	mARN	 de	Tgfβ1	 y	Egr-1	 en	 los	mismos	 grupos.	 Los	





La	 supresión	 de	 la	 respuesta	 inicial	 al	 daño	 hepático	 en	 los	 ratones	 tratados	 con	 las	
hormonas	 tiroideas	 sugería	 que	 este	 tratamiento	 podría	 prevenir	 el	 subsecuente	 desarrollo	 de	
fibrosis	 hepática	 en	 etapas	posteriores.	 Por	 tanto,	 el	 siguiente	paso	 fue	 llevar	 a	 cabo	el	mismo	




quedo	 evidenciada	 con	 una	 tinción	 histológica	 con	 rojo	 Picrosirio,	 que	 marca	 las	 fibras	 de	
colágeno,	en	la	que	se	observó	un	área	positiva	claramente	menor	en	los	hígados	de	los	ratones	
hipertiroideos	 (Fig.	 25B).	 Estos	 animales,	 también	 presentaban	 un	 Índice	 de	 Ishak,	 que	mide	 la	
severidad	 de	 la	 fibrosis	 hepática,	más	 bajo	 que	 los	 eutiroideos	 (Fig.	 25C).	 Para	 confirmar	 estos	
datos,	 se	 realizó	una	 tinción	 inmunohistoquímica	de	Colágeno	 I	obteniendo	el	mismo	 resultado	
(Fig.	 25D).	 Asimismo,	 se	 valoró	 la	 actividad	AST,	 encontrándose	 ésta	 disminuida	 en	 los	 ratones	
hipertiroideos	(Fig.	25E).	De	acuerdo	con	esta	reducción	en	el	grado	de	severidad	de	la	fibrosis,	la	




fibróticos	 clave	 como	 son	 los	 genes	 de	 Col1a1	 y	 Col1a2,	 mientras	 que,	 a	 este	 tiempo,	 ya	 no	
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Eutiroideo  Hipertiroideo Eutiroideo  Hipertiroideo Eutiroideo  Hipertiroideo Eutiroideo  Hipertiroideo 	
	
Figura	25.		La	administración	de	hormonas	tiroideas	atenúa	el	desarrollo	de	la	fibrosis	hepática	inducida	
por	 el	 tratamiento	 con	CCl4	 en	 ratones.	 (A)	 Esquema	de	 los	 tratamientos	 (vehículo,	 n=4;	 CCl4,	 n=6).	 (B)	





es	 de	 200	 μm.	 (E)	 Medias	 ±	 S.E.M.	 de	 la	 actividad	 sérica	 de	 la	 aspartato	 aminotransferasa	 (AST)	 en	 los	
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diferentes	grupos	experimentales.	 (F)	Western	blot	de	α-SMA,	pSMAD2	y	pSMAD3	en	 los	hígados	 tras	el	
tratamiento	crónico	con	CCl4.	ERK2	y	SMAD4	se	usaron	como	controles	de	carga.	(G)	Niveles	de	mARN	de	
los	genes	profibrogénicos	α-Sma,	Tgfβ1,	Col1a1	 y	Col1a2.	 Los	 resultados	 se	muestran	como	 las	medias	±	
S.E.M.	 relativas	 a	 la	obtenida	en	 los	 ratones	eutiroideos	 tratados	 con	 vehículo.	 Se	 indican	 las	diferencias	
estadísticamente	 significativas	 entre	 los	 animales	 tratados	 con	 CCl4	 eutiroideos	 e	 hipertiroideos,	 tras	 un	
análisis	ANOVA.	
	










hígados	 de	 los	 ratones	 control	 (Fig.	 26A	 y	 B).	 Las	 fibras	 de	 colágeno	 estaban	 presentes	
fundamentalmente	en	los	espacios	perisinusoidales	o	espacios	de	Disse,	un	patrón	característico	
de	 las	 etapas	 iniciales	 de	 la	 cirrosis	 en	 las	 patologías	 humanas	 del	 hígado.	 Estos	 hallazgos	
histológicos	fueron	confirmados	por	el	aumento	de	la	expresión	hepática	de	genes	profibróticos	
como	 el	 Tgfβ1	 y	 el	 Col1a1	 en	 los	 ratones	 deficientes	 de	 TRs	 (Fig.	 26C).	 Además,	 la	 relación	
pSMAD3/SMAD2,3	se	vio	incrementado	en	los	hígados	de	los	ratones	doble	KO	para	los	TRs	(Fig.	


























































































que	unen	hormonas	 tiroideas.	 La	barra	de	escala	es	de	50	μm.	 (B)	Cuantificaciones	 (medias	±	S.E.M.)	del	
área	teñida	con	rojo	Picrosirio	en	cada	grupo.	(C)	Niveles	de	mARN	de	Tgfβ1	y	Col1a1	en	ambos	grupos.	(D)	
Western	blot	 de	pSMAD3,	 SMAD2/3	 y	 ERK	en	 los	 hígados	de	 los	 ratones	 control	 (Wt)	 y	 de	 los	 KO.	 En	el	






Nuestro	 siguiente	 objetivo	 fue	 analizar	 si	 el	 efecto	 inhibidor	 de	 las	 hormonas	 tiroideas	
sobre	el	desarrollo	de	la	fibrosis	se	daba	en	otros	tejidos	además	de	en	el	hígado.	Por	ello,	usamos	
también	un	modelo	de	esclerodermia	(Fig.	27A)	inducida	por	inyecciones	repetidas	de	bleomicina	
de	 forma	 subcutánea	 (Yamamoto	 et	 al	 1999),	 en	 el	 que	 la	 señalización	 dependiente	 de	 SMAD	




grosor	 de	 la	 dermis,	 que	 fue	 mucho	 menos	 evidente	 en	 los	 ratones	 tratados	 con	 hormonas	
tiroideas.	 En	 los	 ratones	 control,	 estas	 áreas	 muestran	 una	 gran	 acumulación	 de	 fibras	 de	
colágeno	 en	 la	 dermis	 que	 se	 extiende	 infiltrándose	 en	 la	 hipodermis	 y	 destruyendo	 el	 tejido	
adiposo	(Fig.	27C).	La	cuantificación	de	las	imágenes	muestra	un	aumento	significativo	del	tejido	
conectivo	dérmico	con	la	consecuente	reducción	del	área	hipodérmica	en	los	ratones	eutiroideos,	
pero	 esto	 no	 se	 observó	 en	 los	 ratones	 hipertiroideos	 (Fig.	 27D).	 Además,	 la	 observación	de	 la	
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Figura	 27.	 Las	 hormonas	 tiroideas	 atenúan	 la	 fibrosis	 en	 piel	 inducida	 por	 la	 administración	 de	
bleomicina.	(A)	Esquema	del	modelo	experimental	(n=6);	s.c.:	subcutáneo	(B)	Niveles	circulantes	de	T3	y	T4,	






La	barra	de	escala	es	de	200	μm.	 (D)	 El	porcentaje	de	 tejido	conectivo	y	el	área	de	 la	hipodermis	 fueron	
calculados	 a	 partir	 de	 los	 cortes	 teñidos.	 Se	 muestran	 las	 medias	 ±	 S.E.M.	 y	 se	 indican	 las	 diferencias	







de	 los	 genes	 profibróticos,	 Tgfβ1,	 Col1a1	 y	 Col1a2	 en	 la	 piel.	 Se	 muestran	 las	 medias	 ±	 S.E.M.	 de	 los	





la	 fibrosis,	 para	 terminar	 esta	 parte	 del	 trabajo	 quisimos	 examinar	 la	 posibilidad	 de	 que	 la	 T3	
pudiese	inhibir	directamente	la	respuesta	a	TGFβ	en	cultivos	primarios	de	fibroblastos.	Utilizando	
fibroblastos	 embrionarios	 de	 ratón	 pudimos	 observar	 que	 los	 transcritos	 de	 α-Sma	 eran	
fuertemente	estimulados	por	el	TGFβ	y	que	esta	respuesta	se	veía	significativamente	reducida	en	
las	 células	 tratadas	 con	 T3	 (Fig.	 28A).	 Además	 también	 comprobamos	 que	 la	 T3	 era	 capaz	 de	
reducir	la	inducción	por	TGFβ	de	otros	genes	profibróticos	como	el	propio	gen	Tgfβ1	y	el	Col1a1	
(Fig.	28A),	sugiriendo	que	 la	hormona	podía	regular	directamente	 la	activación	de	fibroblastos	y	











































































Figura	28.	La	T3	antagoniza	 la	activación	de	 los	 fibroblastos	por	TGFβ.	 (A)	 Los	 fibroblastos	obtenidos	de	




tras	 un	 análisis	 estadístico	 con	 un	 test	 ANOVA.	 (B)	 Las	 células	 fueron	 cotransfectadas	 con	 el	 plásmido	
reportero	p3TP-lux	y	los	vectores	de	expresión	de	SMAD3	(150	ng)	y	SMAD4	(200	ng)	o	con	el	vector	vacío		
(-).	La	actividad	 luciferasa	se	midió	tras	el	tratamiento	con	T3	durante	36	horas	y/o	con	TGFβ	durante	 las	
últimas	 5,	 como	 se	 indica.	 Se	 muestran	 las	 diferencias	 estadísticamente	 significativas	 entre	 las	 células	
tratadas	con	y	sin	T3.	(C)	Extractos	celulares	de	fibroblastos	tratadas	con	T3	durante	36	horas	y/o	con	TGFβ	




3.1.	 Estudio	 de	 los	 principales	marcadores	 de	 inflamación	 en	 los	modelos	 de	 fibrosis	
hepática	estudiados	
	
Ya	 que	 la	 inflamación	 durante	 las	 primeras	 etapas	 de	 los	 procesos	 fibróticos	 también	
juega	 un	 importante	 papel	 en	 su	 desarrollo	 (Bataller	 y	 Brenner	 2005),	 en	 la	 tercera	 parte	 del	
trabajo	nos	propusimos	examinar	el	 estado	de	 los	marcadores	 inflamatorios	en	 los	modelos	de	
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fibrosis	 hepática	 estudiados.	 Para	 ello	 analizamos	 mediante	 Western	 blot	 los	 hígados	 de	 los	
grupos	experimentales	de	los	modelos	de	administración	de	CCL4	aguda	y	crónica	descritos	en	las	
figuras	24A	y	25A.	Estudiamos	las	rutas	de	señalización	de	dos	de	los	principales	mediadores	del	




las	 MAPKs,	 con	 un	 aumento	 de	 la	 fosforilación	 de	 su	 efector	 Erk	 en	 los	 ratones	 eutiroideos	
tratados	con	CCL4,	siendo	este	aumento	más	sutil	en	los	hipertiroideos	(Fig.	29A).	En	cuanto	a	la	
ruta	del	TNFα	no	se	apreció	ninguna	activación	de	su	principal	efector,	el	factor	de	transcripción	







































inducía	 una	 deposición	 de	 colágeno	 espontánea,	 nos	 preguntamos	 si	 esta	 deficiencia	 también	
podía	tener	algún	efecto	sobre	los	principales	mediadores	de	la	inflamación.	Para	ello,	usamos	los	
ratones	 anteriormente	 descritos	 que	 no	 expresan	 ni	 TRα1	 ni	 TRβ.	 Puesto	 que	 la	 inflamación	
hepática	 y	 la	 carcinogénesis	 muestran	 una	 clara	 disparidad	 de	 género	 (Naugler	 et	 al	 2007),	
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Dado	que	 las	diferencias	observadas	en	 la	activacion	de	 las	 rutas	estudiadas	podían	 ser	
debidas	 a	 una	 alteración	 en	 la	 producción	 de	 las	 principales	 citoquinas	 que	 intervienen	 en	 el	





cabía	 esperar	 (Simeonova	 et	 al	 2001).	 Sin	 embargo,	 no	 observamos	 unos	 niveles	 inferiores	 de	
expresión	en	los	ratones	hipertiroideos,	siendo	incluso	superiores	en	el	caso	del	TNFα	(Fig.	31A).		
En	los	ratones	sometidos	al	tratamiento	crónico	con	tetracloruro,	no	se	apreció	ningún	cambio	de	
expresión	de	 las	citoquinas	en	ninguno	de	 los	grupos	experimentales,	ni	 siquiera	en	 los	 ratones	
eutiroideos	tratados	con	CCl4,	en	línea	con	la	ausencia	de	activación	observada	en	los	análisis	de	
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Figura	 31.	 Los	 niveles	 de	 mARN	 de	 las	 principales	 citoquinas	 no	 están	 alterados	 en	 los	 ratones	
hipertiroideos	ni	en	los	KO	para	los	TRs.	(A)	Niveles	de	mARN	de	las	citoquinas	IL-6	y	TNFα	en	los	hígados	
de	los	ratones	descritos	en	la	figura	24A	(tratamiento	agudo	con	CCl4).	Los	datos	se	presentan	como	medias	
±	S.E.M.	y	están	expresados	como	veces	de	 inducción	respecto	a	 los	valores	obtenidos	en	 los	 ratones	sin	
tratar.	 Se	 indican	 las	 diferencias	 significativas	 tras	 un	 análisis	 estadístico	 con	 un	 test	 ANOVA.	 (B)	Misma	
aproximación	 experimental	 pero	 en	 este	 caso	 los	 ratones	 usados	 fueron	 los	 descritos	 en	 la	 figura	 25A	
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Ya	 que	 el	 suero	 podría	 interferir	 en	 la	 activación	 de	 las	 vías	 de	 señalización	 por	 las	
citoquinas	 y/o	 en	 el	 efecto	 de	 la	 T3,	 quisimos	 estudiar	 si	 se	 repetían	 estos	mismos	 resultados	
cuando	manteníamos	las	células	en	un	medio	muy	bajo	en	suero	(0,5%)	durante	los	tratamientos.	
Nuevamente	 comprobamos	 que	 la	 T3	 disminuía	 fuertemente	 la	 activación	 de	 STAT3	 y	 ERK	
inducida	por	IL-6.	Por	otra	parte,	como	cabía	esperar,	la	IL-6	no	causaba	la	degradación	de	IκBα	ni	
la	fosforilación	de	p65,	ilustrando	que	esta	interleuquina	no	activa	NF-κB	(Fig.	33).	En	el	caso	del	
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de	 STAT3.	 Para	 ello	 llevamos	 a	 cabo	 transfecciones	 transitorias	 en	 las	 células	 Hep3B	 con	 un	
plásmido	reportero	que	contenía	elementos	de	unión	a	STAT.	Observamos	que	la	IL-6	estimulaba	
fuertemente	 la	 actividad	 del	 reportero	 y	 que	 la	 T3	 antagonizaba	 esa	 respuesta	 (Fig.	 34A).	 Sin	
embargo,	al	transfectar	las	células	con	un	reportero	que	contenía	sitios	de	unión	de	NF-κB,	la	T3	























































Figura	 34.	 La	 T3	 reduce	 la	 actividad	 transcripcional	 inducida	por	 IL-6	 pero	no	por	 TNFα.	 (A)	 Las	 células	
Hep3B	se	transfectaron	de	forma	transitoria	con	un	plásmido	reportero	que	contiene	elementos	de	unión	a	
STAT	 y	 fueron	 incubadas	 en	 presencia	 o	 ausencia	 de	 T3	 5	 nM	 durante	 36	 horas	 y	 tratadas	 con	 IL-6	 (10	
ng/ml)	 durante	 las	 últimas	 5	 horas.	 Tras	 el	 tratamiento	 se	 midió	 la	 actividad	 luciferasa.	 (B)	 Actividad	
luciferasa	de	 las	células	transfectadas	con	un	plásmido	reportero	que	contiene	sitios	de	unión	de	NF-κB	y	
que	 fueron	 tratadas	 con	 T3	 durante	 36	 horas	 y	 con	 TNFα	 las	 últimas	 5	 horas.	 Se	 indican	 las	 diferencias	
significativas	entre	las	células	tratadas	con	y	sin	T3	tras	un	análisis	estadístico	con	un	test	ANOVA.	
	





35,	 la	 IL-6	 provoca	 un	 aumento	 significativo	 de	 los	 niveles	 de	mARN	 de	 la	 proteína	 C	 reactiva	
(CRP),	 de	 la	 haptoglobina	 y	 de	 la	 hepcidina	 y	 este	 incremento	 se	 ve	 reprimido	 en	 las	 células	
tratadas	con	T3.	En	las	células	Hep3B,	no	observamos	una	inducción	del	SAA1	o	del	SOCS3	por	la	
IL-6,	 por	 lo	 que	 tampoco	 vimos	 ninguna	 alteración	 por	 la	 T3.	 Tal	 y	 como	 se	 había	 descrito	
previamente	 la	expresión	del	gen	de	Fibrinogéno-β	 fue	estimulada	por	 la	T3	 (Shih	et	al	 2004)	y	
también	por	la	IL-6	(Fig.	35).	Finalmente,	también	estudiamos	los	nivels	de	mARN	del	receptor	de	
IL-6	(IL6-r)	y	de	la	subunidad	Gp130,	común	a	todos	los	recepores	de	tipo	I	de	la	citoquina,	que	es	































































































Buscando	 el	mecanismo	molecular	 responsable	 de	 esta	 inhibición	 transcripcional	 por	 la	
T3,	quisimos	evaluar	el	 reclutamiento	de	STAT3	a	 los	promotores	de	sus	genes	diana.	Para	ello,	
llevamos	 a	 cabo	 ensayos	 de	 inmunoprecipitación	 de	 cromatina	 en	 células	 Hep3B	 que	 fueron	
tratadas	con	T3	durante	36	horas	y/o	con	IL-6	y/o	durante	2	horas.	Las	células	que	no	habían	sido	
sometidas	 a	 tratamiento	 con	 IL-6	 no	 mostraron	 reclutamiento	 de	 STAT3	 a	 las	 regiones	 de	 los	
promotores	 de	 los	 genes	 de	 CRP	 y	 hepcidina	 que	 contienen	 elementos	 de	 respuesta	 a	 STAT3	
(Nishikawa	et	al	2008,	Vittoria	et	al	2015).	Sin	embargo,	la	IL-6	estimuló	la	unión	de	STAT3	a	estas	
regiones	y	la	T3	redujó	siginificativamente	esta	respuesta	de	forma	concordante	con	la	inhibicion	
de	 la	 expresión	 endógena	 de	 estos	 genes.	 También	 analizamos	 la	 abundancia	 de	 la	 histona	 4	
acetilada	(Ac.	H4),	un	marcador	de	la	activación	de	la	actividad	transcripcional,	y	vimos	que	seguía	





















































































Finalmente,	 dado	 que	 los	 macrófagos	 son	 las	 principales	 células	 productoras	 de	
citoquinas	y	juegan	un	papel	muy	importante	en	los	procesos	de	inflamación,	quisimos	examinar	
el	 efecto	 de	 la	 T3	 sobre	 la	 señalización	 de	 las	 citoquinas	 estudiadas,	 IL-6	 y	 TNFα,	 en	 los	
macrófagos.	 Paro	 utilizamos	 la	 línea	 celular	 de	 macrófagos	 murinos	 RAW264.7.	 En	 este	 tipo	
celular	 también	 pudimos	 observar	 que	 la	 T3	 reducía	 fuertemente	 los	 niveles	 de	 pStat3	 en	

































Figura	 37.	 La	 T3	 inhibe	 la	 señalización	 por	 IL-6	 pero	 no	 por	 TNFα	 en	 los	 macrófagos.	 (A)	 Las	 células	












































En	este	 trabajo	hemos	visto	que	 la	hormona	 tiroidea	unida	a	 los	TRs	puede	atenuar	 las	
respuestas	 mediadas	 por	 el	 TGFβ.	 La	 actividad	 transcipcional	 del	 TGFβ	 está	 mediada	
principalmente	por	los	factores	de	transcripción	Smad	(Shi	y	Massagué	2003)	y,	en	las	células	que	
expresan	 TRs,	 la	 T3	 es	 capaz	 de	 reprimir	 la	 activación	 por	 TGFβ	 de	 promotores	 que	 contiene	
elementos	de	unión	para	las	Smads	o	SBEs.	La	T3	también	inhibe	la	activación	de	promotores	con	
SBEs	 tras	 la	 transfección	 de	 Smads,	 descartando	 que	 la	 hormona	 pudiera	 inhibir	 los	 efectos	
transcripcionales	del	TGFβ	a	 través	de	 la	 regulación	de	 los	niveles	o	actividad	de	 los	 receptores	
para	este	factor.	Esta	observación,	junto	con	el	hecho	de	que	la	T3	inhiba	la	activación	por	TGFβ	
de	 una	 construcción	 quimérica	 Gal-Smad,	 indica	 que	 la	 T3	 antagoniza	 directamente	 la	




Uno	de	 los	genes	reprimidos	por	T3	es	Smad7,	que	atenúa	 la	 transcripción	dependiente	
de	Smads,	ya	que	está	implicado	en	la	retroalimentación	negativa	de	la	señalización	por	TGFβ.	Su	
expresión	 se	 activa	 por	 este	 factor	 regulando	 así	 la	 actividad	 del	 TGFβ	 para	 mantener	 un	
equilibrio,	evitando	una	acción	excesiva	del	TGFβ	(Itoh	et	al	1998,	Massagué	et	al	2005,	Nakao	et	
al	 1997a).	 Debido	 a	 esta	 retroalimentación	 negativa,	 la	 inhibición	 de	 la	 expresión	 de	 Smad7	
podría	 contrarrestar	 el	 efecto	 supresor	 de	 la	 T3	 sobre	 la	 señalización	 por	 TGFβ.	 Sin	 embargo,	
tanto	 los	 experimentos	 de	 transactivación	 como	 la	 medida	 de	 los	 transcritos	 estimulados	 por	




	El	 antagonismo	 transcripcional	 entre	 los	 receptores	 nucleares	 y	 otros	 factores	 de	
















del	 TGFβ,	 en	 el	 que	 el	 secuestro	 de	 la	 Smad4	 a	 través	 de	 su	 interacción	 con	 el	 receptor	 sería	
responsable	del	antagonismo	transcripcional	(Qin	et	al	2013).	En	el	caso	de	 los	TRs,	parece	mas	
bien	 que	 los	 receptores	 vacíos	 podrían	 aumentar	 la	 actividad	 o	 estabilidad	 del	 complejo	





el	 receptor	 de	 ácido	 retinoico	 (RAR)	 en	 fibroblastos,	 donde	 se	 ha	 demostrado	 que	 el	 RARγ	




son	 más	 abundantes	 en	 el	 núcleo.	 Aunque	 no	 tenemos	 una	 buena	 explicación	 para	 esta	
observación,	hay	que	 señalar	que	en	consonancia	 con	 la	 idea	de	que	 los	TRs	y	 las	Smads	están	
sujetos	 a	 un	 intercambio	 entre	 el	 núcleo	 y	 el	 citoplasma	 (Nicolás	 et	 al	 2004,	 Zhu	 et	 al	 1998),	
detectamos	que	una	fracción	del	TRβ	transfectado	tiene	una	localización	citoplásmica,	por	lo	que	




1.3.	 Los	 dominios	 de	 los	 TRs	 implicados	 en	 la	 inhibición	 de	 la	 transcripción	 por	
TGFβ/Smad	 son	 diferentes	 a	 los	 requeridos	 para	 la	 transactivación	 dependiente	 de	
ligando		
En	ensayos	de	transfección	transitoria	hemos	observado	que	mutantes	de	los	TRs	que	no	
son	 capaces	 de	 reclutar	 coactivadores,	 ni	 por	 lo	 tanto	 de	 mediar	 la	 activación	 transcripcional	
dependiente	 de	 T3	 (García-Silva	 et	 al	 2011),	 aún	 muestran	 un	 significativo	 efecto	 antagónico	
sobre	 la	 actividad	 transcripcional	 de	 la	 vía	 TGFβ/Smad.	 Sin	 embargo,	 mutaciones	 en	 el	 DBD	
abolen	 la	 inhibición	 por	 T3,	 revelando	 que	 este	 dominio	 se	 requiere	 para	 la	 represión	 de	 la	
transcripción	 dependiente	 de	 TGFβ.	 El	 dominio	 de	 unión	 a	 ADN	 de	 los	 TRs	 es	 esencial	 para	
muchas	funciones	de	los	TRs	in	vivo,	aunque	otras	pueden	tener	lugar	en	su	ausencia	(Shibusawa	











tanto	 la	 unión	 a	 TREs	 como	 el	 reclutamiento	 de	 coactivadores.	 Es	más,	 el	 paralelismo	 entre	 la	
capacidad	 de	 los	 diferentes	mutantes	 de	 los	 TRs	 para	 asociarse	 con	 las	 Smads,	 antagonizar	 su	
actividad	 transcripcional	 y	 unirse	 a	 los	 SBEs,	 sugiere	 que	 esta	 interacción	 sería	 funcionalmente	
importante	para	el	antagonismo	observado.	
Un	mutante	del	TR	en	 la	 señal	de	 localización	nuclear	que	se	encuentra	cercana	al	DBD	
(Zhu	 et	 al	 1998)	 tampoco	 es	 capaz	 de	 mediar	 la	 represión	 de	 la	 actividad	 transcripcional	 de	
TGFβ/Smad	por	la	T3.	Por	lo	tanto,	el	antagonismo	dependiente	de	T3	parece	requerir	no	sólo	el	
dominio	 DBD	 del	 TR	 sino	 también	 una	 localización	 predominantemente	 nuclear	 del	 receptor,	
puesto	que	este	mutante	no	es	capaz	de	ejercer	el	efecto	inhibidor	que	ejerce	el	receptor	nativo.	
Sin	 embargo,	 el	mutante	 aun	mantiene	 un	 cierto	 efecto	 independiente	 de	 ligando.	 Esto	 podría	











1.4.	 La	 T3	 inhibe	 la	 fosforilación	 de	 las	 R-Smads,	 su	 asociación	 con	 los	 SBEs	 y	 la	
acetilación	de	histonas	en	los	promotores	diana	del	TGFβ		
La	 unión	 de	 la	 T3	 al	 TR	 podría	 reflejarse	 en	 un	 cambio	 conformacional	 que	 alterase	 la	




presenta	 una	 interacción	muy	 débil	 con	 los	 TRs.	 Por	 tanto,	 esta	 inhibición	 parece	 afectar	 a	 los	
complejos	 formados	por	 las	R-Smads.	 Ya	que	 la	 fosforilación	es	 requerida	para	 la	 translocación	
nuclear	 de	 las	 Smads	 (Massagué	 1998,	 Massagué	 et	 al	 2005,	 Wrana	 et	 al	 2000),	 también	
detectamos	 menores	 niveles	 de	 estos	 factores	 de	 transcripción	 en	 el	 núcleo	 en	 las	 células	
tratadas	con	T3.		
Cabía	 la	 posibilidad	 de	 que	 la	 inhibición	 de	 la	 fosforilación	 de	 Smads	 por	 la	 T3	 fuese	
debida	a	un	aumento	de	la	desfosforilación	de	estas	proteínas	en	el	núcleo	por	un	aumento	de	los	
niveles	o	actividad	de	alguna	fosfatasa,	lo	que	se	ha	descrito	que		favorece	su	exportación	nuclear	





la	 señal	 por	 TGFβ/Smad	 reduciendo	 la	 asociación	 de	 los	 factores	 de	 transcripción	 Smads	 a	 los	
genes	diana	del	TGFβ.	Esto	fue	confirmado	mediante	ensayos	de	ChIP	en	los	cuales	la	T3	reducía	
significativamente	 el	 reclutamiento	de	 las	 Smads	 a	 los	 promotores	 diana	 inducido	por	 el	 TGFβ.	
Puesto	 que	 la	 activación	 de	 la	 transcripción	 por	 Smads	 implica	 a	 su	 vez	 el	 reclutamiento	 de	
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coactivadores	 con	 actividad	 acetiltransferasa	 (Massagué	 2012),	 como	 resultado	 de	 una	 menor	
fosforilación	y	translocación	al	núcleo	de	las	Smads	y	de	una	menor	eficiencia	en	la	unión	de	las	
Smads	 a	 los	 SBEs	 en	 presencia	 de	 T3,	 la	 hormona	 inhibió	 la	 acetilación	 de	 histonas	 de	 los	
promotores	diana	del	TGFβ.	
El	 conjunto	 de	 nuestros	 resultados	 nos	 lleva	 a	 establecer	 un	 posible	 modelo	 del	





Figura	38.	Posible	modelo	de	la	 interacción	entre	 la	ruta	del	TGFβ	y	el	TR	unido,	o	no,	al	su	 ligando.	En	
ausencia	de	T3,	el	TR	parece	estar	unido	al	complejo	que	se	forma	entre	las	R-Smads	y	la	Co-Smad	tras	la	
inducción	 por	 TGFβ.	 El	 TR	 podría	 estar	 estabilizando	 el	 complejo	 y,	 en	 el	 núcleo,	 unirse	 también	 a	 las	
regiones	que	contienen	SBEs	de	los	promotores	de	los	genes	diana	del	TGFβ.	En	este	estado	se	facilitaría	el	
reclutamiento	 de	 coactivadores	 y	 la	 acetilación	 de	 las	 histonas,	 promoviendo	 así	 la	 transcripción.	 Sin	
embargo,	la	unión	de	la	T3	al	TR	promovería	la	disociación	de	éste	del	complejo	de	Smads,	disminuyendo	la	
fosforilación	 de	 éstas.	 En	 el	 núcleo,	 disminuiría	 la	 unión	 de	 las	 Smads,	 y	 del	 TR,	 a	 los	 SBEs	 y	 con	 ello	 el	








Como	 se	 ha	 mencionado,	 el	 TGFβ	 juega	 un	 papel	 fundamental	 en	 el	 desarrollo	 de	 los	
procesos	 fibróticos	 (Border	 y	 Noble	 1994,	 Leask	 2004).	 En	 la	 patología	 de	 la	 fibrosis,	 el	 daño	
tisular	 inducido	 por	 el	 TGFβ	 tiene	 como	 resultado	 una	 respuesta	 excesiva	 de	 reparación	 de	
heridas,	caracterizada	por	la	síntesis	de	grandes	cantidades	de	matriz	extracelular,	promoviendo	
la	diferenciación	de	 los	fibroblastos,	o	 las	células	hepáticas	estrelladas	en	el	caso	del	hígado,	en	
miofibroblastos	 (Rosenbloom	 et	 al	 2010).	 La	 activación	 de	 los	 fibroblastos	 por	 TGFβ	 induce	 la	
expresión	de	genes	profibróticos	a	través	de	la	vía	canónica	de	las	Smads,	uniéndose	a	los	SBEs	y	
remodelando	 la	 cromatina	mediante	 la	 acetilación	 de	 histonas	 (Leask	 2004,	Meng	 et	 al	 2016).	
Como	habíamos	visto	que	 las	hormonas	 tiroideas	 inhibían	 las	 respuestas	 transcripcionales	de	 la	
vía	TGFβ/Smad,	nuestra	hipótesis	fue	que	la	administración	de	hormonas	tiroideas	podría	inhibir	
el	desarrollo	de	la	fibrosis	in	vivo.	Para	ello	utilizamos	dos	modelos	experimentales	diferentes	en	
ratón:	 la	 administración	 i.p.	 de	 CCl4,	 uno	 de	 los	 métodos	 más	 utilizados	 para	 generar	 fibrosis	
hepática	 (Pérez	Tamayo	1983,	Pierce	et	al	 1987)	y	 la	 inyección	 subcutánea	de	 	bleomicina,	que	








de	 colágeno	 como	 la	 expresión	 del	 principal	 marcador	 de	 miofibroblastos,	 el	 α-SMA	 (Brenner	
2009),	 se	 redujeron	 significativamente	 en	 los	 ratones	 que	 habían	 sido	 tratados	 con	 hormonas	
tiroideas.	En	el	caso	de	la	fibrosis	hepática,	esta	reducción	se	puso	claramente	de	manifiesto	por	
el	menor	índice	de	Ishak	y	el	disminuido	daño	hepático,	y	en	el	caso	de	la	fibrosis	cutánea,	por	la	
falta	 de	 un	 aumento	 significativo	 del	 tejido	 conectivo	 que	 no	 llega	 a	 invadir	 la	 hipodermis,	
mientras	que	ésta	prácticamente	desaparece	en	los	animales	control	tratados	con	bleomicina.	En	
ambos	modelos,	el	hipertiroidismo	disminuye	de	forma	muy	marcada	la	inducción	de	la	expresión	




de	 acuerdo	 con	 los	 datos	 obtenidos	 en	 las	 células	 en	 cultivo	 tratadas	 con	 T3,	 las	 hormonas	
tiroideas	 disminuyeron	 la	 activación	 de	 las	 Smads	 tanto	 en	 el	 hígado	 como	 en	 la	 piel,	
disminuyendo	 su	 fosforilación.	 	 Aunque	 ambas,	 Smad2	 y	 Smad3,	 son	 activadas	 en	 la	 fibrosis	
hepática	 (Fabregat	 et	 al	 2016,	 Inagaki	 y	 Okazaki	 2007),	 se	 ha	 descrito	 recientemente	 que	 sólo	
Smad3	es	clave	en	la	transducción	de	la	señal	responsable	del	desarrollo	de	la	fibrosis,	teniendo	








observar	 que	 dichas	 respuestas	 también	 se	 inhibían	 en	 presencia	 de	 T3,	 sugiriendo	 que	 las	
hormonas	 tiroideas	 podrían	 actuar	 directamente	 en	 los	 fibroblastos	 y	 quizás	 también	 sobre	 las	
células	 estrelladas	 inhibiendo	 su	 diferenciaciación	 a	miofibroblastos.	 Esta	 hipótesis	 se	 refuerza	
por	 el	 hallazgo	de	que	 la	 T3	 inhibe	 la	 inducción	del	 gen	de	α-Sma	por	 TGFβ	en	 los	 cultivos,	 en	
concordancia	con	su	menor	estimulación	 in	vivo	en	los	animales	hipertiroideos.	Asimismo,	tanto	
la	inducción	del	gen	del	Colágeno1a1	como	del	propio	TGFβ1	es	menor	en	las	células	tratadas	con	
T3.	Disminuyendo	 la	accesibilidad	de	 las	Smads	a	 los	SBEs,	 los	TRs	unidos	a	 la	hormona	podrían	





2.3.	 Los	 ratones	 que	 carecen	 de	 receptores	 de	 hormonas	 tiroideas	 desarrollan	
espontáneamente	fibrosis	hepática		
Ya	 que	 la	 administración	 de	 hormonas	 tiroideas	 reduce	 la	 fibrosis	 hepática,	 nos	
planteamos	la	posibilidad	de	que	la	falta	de	señalización	por	la	hormona	pudiese	tener	el	efecto	
contrario,	aumentando	la	fibrosis	en	este	tejido.	Para	analizar	esta	hipótesis	utilizamos	ratones	en	
los	 que	 se	 han	 inactivado	 los	 genes	 TRα1	 y	 TRβ.	 Estos	 animales	 carecen	 de	 las	 principales	
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y	una	menor	expresión	de	 los	genes	de	TGFβ1	y	Colágeno1a1.	 Estos	hallazgos	 implican	que	 los	
receptores	endógenos	actuarían	como	reguladores	negativos	de	la	respuesta	fibrótica	 in	vivo	en	





2.4.	Posibles	efectos	 terapéuticos	de	 ligandos	de	 receptores	nucleares	en	 los	procesos	
fibróticos		
Estudios	 previos	 han	 mostrado	 que	 tanto	 la	 deficiencia	 como	 el	 exceso	 de	 hormonas	
tiroideas	pueden	inhibir	la	fibrosis.	Así,	hay	trabajos	en	los	que	se	propone	que	el	hipotiroidismo	




tiroideas	 mejora	 la	 fibrosis	 renal	 (Lin	 y	 Sun	 2011),	 y	 la	 disfunción	 tiroidea	 y	 el	 hipotiroidismo	
subclínico	 se	han	asociado	 con	 la	 cirrosis	 biliar	primaria,	 la	 colangitis	 esclerosante	primaria	 y	 la	
enfermedad	 del	 hígado	 graso	 no	 alcohólico	 en	 humanos	 (Chung	 et	 al	 2012,	 Perra	 et	 al	 2008).	
Estas	observaciones	revelan	el	complejo	papel	de	las	hormonas	tiroideas	en	la	fibrosis	y	que	éste	
podría	depender	del	 tipo	de	daño	o	 tejido	examinado.	En	el	 caso	del	hígado,	y	de	acuerdo	con	
nuestros	 resultados,	 un	 análogo	 selectivo	 de	 TRβ	 fue	 efectivo	 disminuyendo	 la	 enfermedad	
hepática	y	carcinogénesis	en	roedores	(Chung	et	al	2012,	Perra	et	al	2009,	Silveira	et	al	2009).	
	Aunque	 la	hormona	natural	 y	 los	 agonistas	de	 los	 TRs	desarrollados	hasta	el	momento	
presentan	numerosos	efectos	adversos	(Aranda	et	al	2013,	Mullur	et	al	2014),	existe	la	posibilidad	
de	 que	 se	 puedan	 generar	 nuevos	 agentes	 tiromiméticos	 con	 menos	 efectos	 secundarios	 que	









	Recientemente,	 se	 ha	 descrito	 que	 ligandos	 de	 otros	 receptores	 nucleares	 pueden	
también	reprimir	la	fibrosis.	Concretamente,	se	han	descrito	efectos	antifibróticos	y	de	inhibición	
de	 la	 ruta	 del	 TGFβ	 por	 parte	 de	 otros	 receptores	 nucleares	 como	 el	 receptor	 X	 de	 pregnanos	
(PXR)	inhibiendo	la	fibrosis	dérmica	inducida	por	bleomicina	(Beyer	et	al	2013),	o	el	receptor	X	de	
farnesoides	 (FXR),	 cuyo	 agonista	 protege	 frente	 al	 daño	 colestásico	 y	 reduce	 la	 expresión	 de	
TGFβ1	inducida	por	la	ligación	del	conducto	biliar	(Liu	et	al	2003).	Por	otra	parte,	la	señalización	
mediada	por	el	receptor	de	vitamina	D	previene	la	fibrosis	hepática	inducida	por	CCl4,	ya	que,	en	
presencia	de	 ligando,	 los	VDRs	se	unen	a	 los	genes	co-regulados	por	este	 receptor	y	 las	Smads,	
reduciendo	la	accesibilidad	de	la	Smad3	y	su	actividad	transcripcional	(Ding	et	al	2013).	Mas	aún,	
se	 ha	 demostrado	 que	 un	 agonista	 del	 receptor	 de	 la	 vitamina	 D	 sin	 efectos	 hipercalcémicos	
muestra	un	efecto	antifibrótico	 (Ito	et	al	 2013).	 Esto	 sirve	 como	prueba	de	 concepto	de	que	el	
desarrollo	 de	 ligandos	 de	 receptores	 nucleares	 que	no	 estimulan	 la	 transcripción	pero	que	 son	






Aunque	 nuestros	 resultados	 revelan	 que	 el	 antagonismo	 transcripcional	 de	 la	 vía	
TGFβ/Smad	por	la	hormona	tiroidea	unida	a	sus	receptores	juega	un	papel	crucial	en	la	inhibición	
de	 la	 fibrosis,	 no	 podemos	 excluir	 la	 posibilidad	 de	 que	 los	 TRs	 pudiesen	 ejercer	 otros	 efectos	
supresores	sobre	la	fibrogénesis.	Por	ejemplo,	la	inflamación	parece	jugar	un	papel	importante	en	
las	etapas	iniciales	de	esta	patología,	sensibilizando	a	las	células	a	la	activación	por	TGFβ/Smads	
(Pellicoro	 et	 al	 2014,	 Seki	 et	 al	 2007).	 Es	 bien	 conocido	 que	 ligandos	 de	 diferentes	 receptores	
nucleares	presentan	potentes	efectos	anti-inflamatorios	(Glass	y	Ogawa	2006,	Glass	y	Saijo	2010,	
Ogawa	et	al	2005,	Pascual	et	al	2006)	y	previamente	en	nuestro	 laboratorio,	 se	ha	demostrado	
que	 la	depleción	de	 los	TRs	aumenta	 la	respuesta	 inflamatoria	en	 la	piel	(Contreras-Jurado	et	al	
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2011).	 Por	 ello,	 en	 la	 última	 parte	 de	 esta	 tesis	 nos	 propusimos	 analizar	 los	 principales	
marcadores	 inflamatorios	 en	 el	 modelo	 de	 fibrosis	 hepática	 estudiado.	 Los	 factores	 de	
transcripción	 NF-κB	 y	 Stat3,	 así	 como	 la	 quinasa	 Erk	 son	 los	 efectores	 más	 importantes	 de	 la	
activación	 de	 las	 rutas	 de	 citoquinas	 como	 la	 IL-6	 y	 del	 TNFα,	 los	 principales	 mediadores	
inflamatorios	 (He	y	Karin	2011,	Pålsson-McDermott	y	O’Neill	2004,	Zhou	et	al	2015).	Por	 tanto,	
analizamos	su	actividad	en	el	hígado	de	los	animales	controles	y	tratados	con	hormonas	tiroideas,	
observando	un	aumento	de	 la	 fosforilación	de	Stat3	y	Erk,	que	 son	estimulados	principalmente	
por	 Il-6,	 en	 los	hígados	de	 los	 ratones	eutiroideos	 sometidos	a	un	 tratamiento	agudo	con	CCl4,	
mientras	 que	 en	 los	 hipertiroideos	 no	 se	 observó	 este	 aumento	 o	 incluso	 se	 vio	 ligeramente	
disminuido	en	el	caso	de	Erk.	Sin	embargo,	no	se	apreció	ninguna	activación	del	principal	efector	
del	 TNFα,	 NF-κB.	 Tampoco	 se	 observaron	 cambios	 en	 los	 ratones	 tratados	 con	 CCl4	 de	 forma	
crónica,	lo	que	se	podría	explicar	por	la	fase	más	avanzada	de	la	enfermedad,	ya	que	parece	que	
la	 inflamación	 juega	 un	 papel	más	 importante	 en	 etapas	 incipientes	 de	 la	 fibrosis,	 puesto	 que	
precede	 al	 inicio	 de	 la	 misma	 (Pellicoro	 et	 al	 2014).	 Estos	 datos	 sugieren	 que	 las	 hormonas	
tiroideas,	 al	 menos	 al	 inicio	 de	 la	 patología,	 también	 podrían	 inhibir	 el	 progreso	 de	 fibrosis	
hepática	mediante	la	supresión,	en	parte,	del	proceso	inflamatorio.		
Por	otra	parte,	el	estudio	de	estas	rutas	en	los	ratones	de	edad	avanzada	que	no	expresan	
TRs	y	desarrollan	 fibrosis	espontáneamente,	mostró	un	aumento	significativo	de	 la	 fosforilación	
de	Stat3	y	de	Erk,	mientras	que	en	el	caso	de	p65	el	aumento	fue	modesto.	Este	incremento,	así	
como	 la	deposición	de	colágeno	 se	observó	en	animales	de	ambos	 sexos,	que	 se	estudiaron	ya	
que	 la	producción	de	 Il-6	presenta	un	acusado	dimorfismo	sexual	 (Everhardt	Queen	et	al	 2016,	
Naugler	et	 al	 2007).	 Estos	 resultados	 concuerdan	 con	 la	 inhibición	 observada	 cuando	 existe	 un	
exceso	 de	 señalización	 por	 hormonas	 tiroideas,	 sugiriendo	 que	 los	 TRs	 podrían	 jugar	 un	 papel	





papel	 represor	 sobre	 la	 producción	 de	 citoquinas,	 que	 son	 cruciales	 para	 el	 reclutamiento	 de	
células	inflamatorias.	Sin	embargo,	sorprendentemente,	los	niveles	de	Il-6	y	TNFα,	los	principales	
mediadores	de	la	activación	de	Stat3	y	NF-κB,	no	eran	mayores	en	los	ratones	deficientes	de	TRs	y	
se	 encontraban	 incluso	 aumentados	 en	 los	 ratones	 hipertiroideos	 tratados	 con	 CCl4	 de	 forma	
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aguda,	 cuando	 la	 activación	 de	 Stat3	 en	 estos	 ratones	 era	menor.	 Por	 ello,	 podemos	 descartar	
que	 los	 TRs	 tengan	 un	 efecto	 sobre	 la	 producción	 de	 las	 citoquinas,	 sino	 que	más	 bien	 actúan	
sobre	 sus	 efectores.	 Curiosamente,	 en	 estudios	 previos	 en	 el	 laboratorio,	 se	 ha	 visto	 un	
incremento	 en	 la	 expresión	 de	 citoquinas	 en	 la	 piel	 ratones	 deficientes	 de	 TRs	 en	 respuesta	 al	
tratamiento	con	12-o-tetradecanoil	forbol-13-acetato	(TPA)	(Contreras-Jurado	et	al	2011).	Por	lo	
tanto,	el	efecto	de	los	TRs	sobre	la	producción	de	citoquinas	y	las	respuestas	inflamatorias	parece	
ser	 un	 fenómeno	 complejo	 que	 puede	 diferir	 en	 función	 del	 tipo	 de	 tejido	 y	 del	 estímulo	
inflamatorio.	
Para	estudiar	con	mayor	profundidad	el	papel	de	los	TRs	y	las	hormonas	tiroideas	en	los	
procesos	 de	 inflamación	 hepática,	 en	 otro	 trabajo	 que	 hemos	 realizado	 recientemente,	 hemos	
usado	también	ratones	deficientes	de	TR	y	ratones	hipertiroideos	pero	en	este	caso	sometidos	a	
tratamiento	 con	 lipopolisacárido	 LPS,	el	principal	 componente	de	 la	membrana	de	 las	bacterias	




y	 una	 mayor	 activación	 en	 los	 animales	 deficientes	 de	 TRs,	 aunque	 los	 niveles	 de	 citoquinas	
cursaban	 de	 forma	 opuesta	 (Contreras-Jurado	 et	 al	 2016).	 Esta	 disonancia	 entre	 los	 niveles	 de	




sirve	 como	 modelo	 para	 el	 	 síndrome	 de	 enfermedad	 no	 tiroidea	 o	 síndrome	 de	 enfermo	
eutiroideo	(SEE)	en	los	humanos	(de	Vries	et	al	2015).	En	estas	condiciones,	la	IL-6	parece	también	
estar	 implicada	 ya	 que	 en	 animales	 deficientes	 de	 IL-6	 la	 caída	 en	 los	 niveles	 circulantes	 de	
hormona	 tiroidea	 es	 menor	 (Boelen	 et	 al	 1996).	 La	 inhibición	 de	 la	 secreción	 de	 hormonas	
tiroideas	 (Boelen	 et	 al	 2004),	 así	 como	 la	 expresión	 reducida	 de	 TR	 y	 su	 compañero	 de	
heterodimerización,	RXR	(Beigneux	et	al	2003,	Beigneux	et	al	2000)	podrían	contribuir	a	limitar	los	







Los	 efectos	 disociados	 de	 las	 hormonas	 tiroideas	 sobre	 los	 niveles	 de	 citoquinas	 y	 la	
activación	de	sus	rutas	de	señalización	sugerían	que	estas	hormonas	podrían	actuar	directamente	
en	 las	 células	 hepáticas	 reprimiendo	 la	 señalización	por	 citoquinas.	Hemos	demostrado	que	 las	
hormonas	tiroideas	pueden	 interferir	directamente	con	estas	rutas	en	células	Hep3B	en	cultivo.	
La	T3	suprime	 la	señalización	de	 IL-6	 inhibiendo	 la	activación	de	 las	dos	principales	dianas	de	 la	
citoquina:	STAT3	y	ERK.	Este	efecto	no	se	debe	a	una	expresión	reducida	de	los	receptores	de	IL-6,	
por	lo	que	los	TRs	parecen	inhibir	la	activación	de	STAT3	en	una	etapa	posterior	a	la	unión	de	la	
citoquina	 a	 sus	 receptores.	Adicionalmente,	 la	 activación	de	 Stat3	en	 respuesta	 a	 la	 incubación	
con	 IL-6	 se	 vio	 suprimida	 por	 la	 T3	 también	 en	 macrófagos,	 indicando	 que	 la	 inhibición	 de	 la	
señalización	 de	 IL-6	 por	 las	 hormonas	 tiroideas	 también	 ocurre	 en	 estas	 células	 que	 ejercen	
funciones	reguladoras	clave	durante	la	inflamación.	
Se	sabe	que	entre	los	genes	diana	de	la	IL-6	en	el	hígado	se	encuentran	los	genes	de	las	
APPs	 (Alonzi	 et	 al	 2001).	 Estos	 forman	 parte	 de	 la	 inmunidad	 innata	 y	 tienen	 una	 importante	
función	en	la	respuesta	que	se	produce	frente	al	daño	tisular,	la	infección	o	la	inflamación	(Gabay	
y	Kushner	1999,	Heinrich	et	al	 1990,	Medzhitov	2007).	 Ya	que	 la	 	 T3	 atenúa	 la	 fosforilación	de	
STAT3	 inducida	por	 IL-6,	estudiamos	 su	efecto	 sobre	 la	expresión	de	estos	genes,	demostrando	
que	 la	 hormona	 también	 antagoniza	 la	 inducción	 de	 los	 genes	 de	 las	 APPs	 en	 respuesta	 a	 la	
citoquina.	Puesto	que	 la	 fosforilación	de	STAT3	 induce	 su	 translocación	al	 núcleo	y	permite	 	 su	
unión	 a	 sus	 elementos	 de	 respuesta	 en	 los	 genes	 diana	 (Bode	et	 al	 2012,	 Ehret	et	 al	 2001),	 la	
inhibición	de	la	fosforilación	de	STAT3	por	la	T3	se	tradujo	en	una	disminución	de	la	asociación	del	




Algunos	 de	 los	 genes	 examinados	 como	 SAA1	 o	 incluso	 SOCS3,	 que	 contienen	 elementos	 de	
respuesta	 a	 STAT	 y	 son	 ampliamente	 conocidos	 como	 dianas	 de	 la	 Il-6,	 no	 respondían	 a	 esta	
citoquina	 en	 las	 células	 Hep3B	 estudiadas,	 indicando	 la	 importancia	 del	 contexto	 celular	 y	 las	
limitaciones	 de	 los	 modelos	 de	 cultivos	 celulares.	 De	 cualquier	 modo,	 nuestros	 resultados	
sugieren	que	las	hormonas	tiroideas	pueden	contrarrestar	la	respuesta	de	las	células	del	hígado	al	
exceso	 de	 citoquinas	 producido	 en	 condiciones	 de	 hipertiroidismo	 in	 vivo,	 reduciendo	 sus	





como	 los	 deficientes	 de	 TRs,	 no	 han	 sido	 destacables.	 Sin	 embargo,	 hemos	 observado	
recientemente	 que	 la	 inducción	 de	 la	 fosforilación	 hepática	 de	 p65	 es	 menor	 en	 los	 ratones	
hipertiroideos	y	mayor	en	los	KO	para	los	TRs	tras	el	tratamiento	con	LPS	(Contreras-Jurado	et	al	
2016).	Estos	cambios	sugieren	que	las	hormonas	podrían	también	antagonizar	la	activación	de	NF-
κB	que	 juega	un	papel	 crucial	 en	 la	 respuesta	 a	 citoquinas	proinflamatorias.	 Previamente	 en	 el	
laboratorio,	 también	 se	 había	 visto	 que	 la	 T3	 disminuye	 la	 activación	 de	NF-κB	 por	 TNFα	 en	 el	
cultivo	 sin	 suero	 de	 células	 tumorales	 hipofisarias	 de	 rata,	 provocando	 una	 disminución	
significativa	de	la	transcripción	dependiente	de	NF-κB	(Chiloeches	et	al	2008,	Lasa	et	al	2010).	Sin	
embargo,	en	las	células	Hep3B	o	en	macrófagos,	la	T3	no	reduce	la	activación	de	NF-κB	por	TNFα.	







(Sinha	et	 al	 2014),	 a	 la	 participación	 en	 su	 regeneración	 (López-Fontal	et	 al	 2010),	 senescencia	
(Zambrano	et	al	2014),	hepatocarcinogénesis	(Frau	et	al	2015)	o	fibrosis	como	hemos	mostrado	
en	 esta	 tesis.	 En	 esta	 última	 parte	 del	 trabajo	 se	 demuestra	 que	 estos	 receptores	 son	 además	
reguladores	 importantes	 de	 la	 respuesta	 inflamatoria,	 existiendo	 una	 conexión	 entre	 la	
señalización	de	las	hormonas	tiroideas	y	la	activación	de	Stat3	y	Erk.	Por	lo	tanto,	los	TRs	podrían	
representar	 un	 punto	 de	 confluencia	 entre	 las	 respuestas	 metabólicas	 e	 inflamatorias	 en	 el	
hígado,	 sugiriendo	 de	 nuevo	 que	 podrían	 ser	 dianas	 importantes	 para	 el	 desarrollo	 de	 nuevas	
estrategias	terapéuticas	para	el	tratamiento	de	enfermedades	hepáticas.	Cabe	resaltar	de	nuevo	




































1. Ambas	 isoformas	del	receptor	de	hormonas	tiroideas,	TRα	y	TRβ,	antagonizan	 la	








4. El	 receptor	 de	 hormonas	 tiroideas	 esta	 unido	 a	 las	 regiones	 que	 contienen	
elementos	 de	 unión	 a	 Smad	 (SBE)	 de	 los	 genes	 diana	 del	 TGFβ.	 La	 T3	 disminuye	 esta	
unión.	 La	 hormona	 también	 reduce	 el	 reclutamiento	 de	 Smad2/3	 y	 Smad4	 así	 como	 la	
acetilación	de	la	histona	4	inducida	por		TGFβ.	




y	 la	 necrosis	 de	 los	 hepatocitos	 que	 rodean	 las	 venas	 centrolobulillares	 inducida	 por	 el	
tratamiento	agudo	con	CCl4	en	ratones.	
7. El	hipertiroidismo	disminuye	el	desarrollo	de	la	fibrosis	 hepática	 y	 cutánea	





presentar	 cambios	 en	 la	 expresión	 de	 los	 mediadores	 inflamatorios	 que	 activan	 estas	
rutas	como	IL-6	o	TNFα.	
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